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1  Einleitung 
 
   
1989 wurde das Hepatitis C-Virus (HCV) als Haupterreger der Posttransfusionshepatitis 
entdeckt [1]. Die molekulare Charakterisierung gilt als Meilenstein in der Aufklärung der 
Non-A- und Non-B-Hepatitiden. Die Anzahl der HCV-infizierten Personen wird in 
Deutschland auf 300.000 bis 600.000 geschätzt [2]. Nach den vorliegenden aktuellen Daten 
zur Durchseuchung treten nach dem Robert-Koch-Institut (Berlin) zur Zeit 5000 HCV-
Neuinfektionen pro Jahr in Deutschland auf [3]. Die Prävalenz reicht von 1-1,5 % in Europa 
und USA bis hin zu 6 % in der Dritten Welt [3]. Aufgrund des überwiegend parenteralen 
Infektionsweges gelten insbesondere i.v.-Drogenabhängige, Patienten, die Blut und 
Blutprodukte erhalten (Hämodialyse-Patienten, Hämophilie-Patienten), Empfänger von 
Organtransplantaten, Sexualpartner von HCV-Trägern und medizinisches Personal zu den 
Risikogruppen. Beim Hepatitis C-Virus handelt es sich um ein RNA-Virus aus der Familie 
der Flaviviren. Es sind mindestens 13 verschiedene Genotypen zu unterscheiden, wobei der 
Genotyp 1b mit 50-80 % in Deutschland am häufigsten vertreten ist [2]. Nicht nur in 
Leberzellen, sondern auch in mononukleären Blutzellen und anderen Geweben lässt sich die 
HCV-RNA nachweisen. Pathogenetisch stehen die immunologisch vermittelte Zytolyse und 
die direkte Zytopathogenität des Hepatitis C-Virus im Vordergrund. Obwohl bei fast allen 
Hepatitis C-Patienten Anti-HCV-Antikörper nachweisbar sind, können viele das Virus nicht 
vollständig eliminieren. Begründet wird dies durch eine hohe Mutationsfähigkeit des Virus 
[2]. Die HCV-Infektion kann akut oder chronisch verlaufen. Die Inkubationszeit beträgt 15 
bis 180 Tage. 50-70 % der Infektionen führen zu einer chronischen Hepatitis mit erhöhten 
Serumtransaminasen und den Komplikationen der Leberzirrhose (20 %) und des 
Leberzellkarzinoms (5 %) [2]. Extrahepatische Komplikationen stellen unter anderem die 
essenzielle Kryoglobulinämie, die membranoproliferative Glomerulonephritis und die 
Porphyria cutanea tarda dar. Zu beachten ist, dass normale Transaminasen eine chronische 
HCV-Infektion nicht ausschließen, sondern ausschließlich der serologische Nachweis von 
HCV-RNA die Virusreplikation und die Infektiösität bestätigt. Nur eine Histologie gibt 
eindeutig Aufschluss über eine fortschreitende Schädigung der Leber. Die Therapie der Wahl 
besteht zur Zeit in der Kombinationsbehandlung mit pegyliertem α-Interferon und Ribavirin, 
bei der es in über 50 % der Fälle zu einer Ausheilung kommt (normale Transaminasen und 
HCV-RNA negativ) [4]. Besonders ungünstige Faktoren für die Langzeitprognose der 
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chronischen Hepatitis C sind eine ausgeprägte Virämie und der Genotyp 1, der mit einem 
schlechteren Ansprechen auf Interferon assoziiert ist. 
Bei Patienten mit chronischer Hepatitis C kann häufig eine erhöhte Eisenkonzentration im 
Lebergewebe nachgewiesen werden [5-7]. Die Mechanismen, die diesem Prozess zugrunde 
liegen, sind bisher nicht eindeutig geklärt. Erhöhte Eisenparameter können den Verlauf der 
Hepatitis auf verschiedenen Wegen beeinflussen. Eisen ist in der Lage, die Virusreplikation 
positiv zu beeinflussen [8]. Des Weiteren kann überwiegend in Zellen mit aktiver 
Virusreplikation eine Eisenakkumulation nachgewiesen werden [9]. Noch ungeklärt ist, ob 
das Hepatitis C-Virus sich bevorzugt in eisenbeladenen Hepatozyten repliziert oder ob vom 
Hepatitis C-Virus infizierte Leberzellen zu einer Eisenakkumulation tendieren. Eine 
Eisenüberladung kann zu einer direkten Stimulation der Kollagenbiosynthese und der Bildung 
von Sauerstoffradikalen mit nachfolgender Lipidperoxidation (Schädigung von Membranen 
der Zellorganellen) führen. Dies könnte eine verstärkte Progression der Leberfibrosierung im 
Sinne eines Synergismus mit der Virusaktivität zur Folge haben und das Risiko für die 
Entwicklung eines Leberzellkarzinoms erhöhen [8, 10-12]. Diese Korrelation zwischen dem 
Eisengehalt der Hepatozyten und der Ausprägung der Leberschädigung, gemessen an der 
Höhe der Serumtransaminasen, der histologischen Entzündungsaktivität und 
Leberfibrosierung, wurde bereits 1996 in einer Studie von Beinker et al. bei 31 Hepatitis B- 
und 38 Hepatitis C-Patienten gezeigt [12]. Eine mögliche Erklärung für erhöhte 
Eisenparameter bei Hepatitis C-Patienten könnte eine genetische Prädisposition sein. 
 
 
Die primäre Hämochromatose ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die mit einer 
chronischen Störung des Eisenstoffwechsels einhergeht. Die Prävalenz homozygoter 
Merkmalsträger liegt bei 1:300 bis 1:400 und die Heterozygotenrate bei 1:10 bis 1:20 [2]. 
Damit zählt die primäre Hämochromatose zu den häufigsten vererbten 
Stoffwechselerkrankungen. Die Störung besteht in einer erhöhten intestinalen 
Eisenresorption, aufgrund der es zu einer vermehrten Einlagerung von Eisen in 
parenchymatöse Organe, wie z.B. Leber, Pankreas und Herz, kommt. Die Organe werden 
dadurch geschädigt und in ihrer Funktion beeinträchtigt. Im klinischen Erscheinungsbild 
zeigen sich im Frühstadium eine Hepatomegalie und Arthralgien. Das Auftreten von 
Leberzirrhose, Kardiomyopathien und Diabetes mellitus sowie Hyperpigmentierung der Haut 
– durch die typische Färbung der Haut auch als „Bronzediabetes“ bezeichnet – kennzeichnen 
das Spätstadium der Hämochromatose. Abzugrenzen von der primären (hereditären) Form der 
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Hämochromatose sind sekundäre (erworbene) Hämosiderosen, die durch erhöhte Eisenzufuhr 
(z.B. Transfusionen, Eisensubstitution) und bei hämatologischen Erkrankungen auftreten 
können. Die Diagnose der Hämochromatose wird histologisch anhand einer Leberpunktion 
mit Bestimmung des Lebereisengehalts gestellt. Im Serum sind die Eisenkonzentration, das 
Ferritin und die Transferrin-Sättigung erhöht. Die Ausprägung der Erkrankung hängt von 
verschiedenen Faktoren ab. Hierzu zählen Alkoholkonsum, Eisenaufnahme durch die 
Nahrung und auch die Menstruation, die den Häufigkeitsunterschied von 1:5 bis 1:10 
zwischen Frauen und Männern erklärt [2]. Die Aderlasstherapie gilt zur Zeit als Therapie der 
Wahl. 
Eine Assoziation der hereditären Hämochromatose mit den Histokompatibilitätsantigenen 
HLA-A3, -B7 und -B14 konnte bereits vor längerer Zeit nachgewiesen werden. 1996 konnten 
Feder et al. eine 250 kb große Region, 3 Mb distal von HLA-A, auf dem kurzen Arm des 
Chromosom 6 lokalisieren [13]. In dieser Region wurde das krankheitsrelevante Gen kloniert 
und zunächst als HLA-H-, dann als HFE-Gen bezeichnet [14]. Durch DNA-Sequenzierung 
wurden 2 Punktmutationen dieses Gens (C282Y und H63D) identifiziert [13]. In dieser Studie 
wurde die C282Y-Mutation bei 83 % der insgesamt 178 Patienten mit hereditärer 
Hämochromatose nachgewiesen. Bei der C282Y-Mutation resultiert ein Nukleotidaustausch 
an Position 845 von Guanin zu Adenin in einem Aminosäurenaustausch von Cystein (C) zu 
Tyrosin (Y). Hingegen wird bei der H63D-Mutation Cytosin durch Guanin am Nukleotid 187 
und dadurch Histidin (H) durch Asparaginsäure (D) im HFE-Protein ersetzt [13]. Die Allel-
Frequenz der C282Y-Mutation beträgt weltweit 6-11 %. Die H63D-Mutation hat eine 
Häufigkeit von 16-25 % [15, 16] (Tab. 1).  
 
 
 
 Population           Patientenanzahl    Allel-Frequenz (%) 
C282Y   H63D 
  
Großbritannien  413 6,4 12,8 
          Australien 322 0 0,2 
 Asien 242 0 1,9 
 USA 228 0,7 2,6 
 Indien 215 0,2 8,4 
 Griechenland 196 1,3 13,5 
 Deutschland 115 0,5 12,6 
 Norwegen 94 6,4 11,2 
 Spanien 78 3,2 26,3 
 Finnland 38 0 11,8 
 Dänemark 37 9,5 12,2 
 
 
    Tab. 1: Prävalenzen von HFE-Mutationen [16]. 
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Die klinische Penetranz der hereditären Hämochromatose wurde in einer Studie von Beutler 
et al. als sehr gering bezeichnet: Weniger als 1 % der Patienten mit einer homozygoten 
C282Y-Mutation zeigten typisch klinische Hämochromatose-Symptome [17]. 
Kürzlich wurde eine dritte Substitution im HFE-Gen (S65C) am Nukleotid 193 mit einem 
Austausch von Adenin zu Tyrosin, der in einem Aminosäurenaustausch von Serin (S) zu 
Cystein (C) resultiert, beschrieben [18]. Die Heterozygotenhäufigkeiten betrugen in einer 
kanadischen Population von 478 Patienten 1,7 bis 2,2 % [19] und in einer spanischen Studie 
mit 141 Patienten 0,7 % [20]. Bei 83-91 % der Patienten mit hereditärer Hämochromatose 
kann eine homozygote C282Y-Mutation oder – wesentlich seltener (3 %) – eine sog. 
Compound-Heterozygotie C282Y/H63D im HFE-Gen nachgewiesen werden (Tab. 2). Bisher 
konnte eine pathophysiologische Relevanz für die Hämochromatose nur für diese beiden 
Genotypen nachgewiesen werden, hingegen wird die Relevanz der H63D-Mutation 
kontrovers beurteilt.  
 
 
Studie / Ort (Patientenanzahl)                                HFE-Mutation 
 
    C282Y/C282Y     C282Y/WT      C282Y/H63D     H63D/WT       H63D/H63D         WT/WT 
 
Feder et al. [13]/USA (178) 148 (83 %) 1 (0,6 %) 8 (4 %) 7 (4 %) 1 (0,6 %) 13 (7 %)  
Beutler et al. [21]/USA (147) 121 (82 %) 2 (1,5 %) 8 (6 %) 4 (3 %) 2 (1,5 %) 10 (7 %) 
Adams et al. [22]/Kanada (128) 122 (95 %) 2 (2 %) 0 0 0 4 (4 %) 
Consortium [15]/Großbritannien (115) 105 (91 %) 1 (1 %) 3 (3 %) 0 1 (1 %) 5 (4 %) 
Cardoso et al. [23]/Schweden (87) 80 (93 %) 1 (1 %) 3 (4 %) 1 (1 %) 1 (1 %) 1 (1 %) 
Borot et al. [24]/Frankreich (94) 68 (72 %) 4 (4 %) 4 (4 %) 8 (9 %) 2 (2 %) 9 (9 %) 
Carella et al. [25]/Italien (75) 48 (60 %) 2 (3 %) 5 (7 %) 3 (4 %) 1 (1 %) 16 (21 %) 
 
WT : Wildtyp     
      
Tab. 2:  Häufigkeitsverteilung der HFE-Mutationen [16]. 
 
 
Das HFE-Protein ist kein klassisches Major-Histokompatibilitäts(MHC)-Molekül der 
Klasse I, da es zwar Strukturähnlichkeiten aufweist, jedoch endogene Peptide weder bindet 
noch präsentiert [16]. Es ist hauptsächlich an der basolateralen Seite der Enterozyten in den 
Dünndarmkrypten lokalisiert und besitzt neben drei extrazellulären Domänen (α1, α2, α3) 
eine Transmembrandomäne und einen kleinen zytoplasmatischen Teil (Abb. 1). Das HFE-
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Genprodukt geht über die α3-Region eine nicht kovalente Bindung mit β2-Mikroglobulin ein 
[26]. 
 
 
 
Abb. 1: Hypothetisches Modell des HFE-Proteins. 
 
Biochemische und strukturelle Analysen des HFE-Proteins ergaben, dass das C282Y-mutierte 
Genprodukt keine Bindung zu β2-Mikroglobulin eingehen kann und dadurch die Formation 
des HFE-β2-Mikroglobulin-Komplexes an der Zelloberfläche vermindert wird [27]. Die 
H63D-Mutation hat keine Auswirkungen auf die Bindung von β2-Mikroglobulin bzw. die 
Formation des HFE-β2-Mikroglobulin-Komplexes. Weitere Untersuchungen demonstrierten 
eine hohe Affinität des HFE-Proteins zum Transferrinrezeptor [28-30]. Das HFE-Protein 
moduliert, in Abhängigkeit von der Eisenkonzentration im Blut, die Affinität des 
Transferrinrezeptors zu Transferrin im Blut. Die Aufnahme des an Transferrin gebundenen 
Eisens über den Transferrinrezeptor geschieht via Endozytose. Die Eisenmoleküle werden 
intrazellulär aus dem Endosom freigesetzt. Eine erhöhte Konzentration intrazellulären Eisens 
reprimiert die Expression des DMT1-Transporters (divalenter Metallionen-Transporter 1), der 
an der apikalen Seite der Enterozyten an der Dünndarmzottenspitze für die intestinale 
Eisenresorption zuständig ist. Die Synthese der DMT1-Transporter geschieht während der 
Reifung der Enterozyten auf ihrem Weg von der Dünndarmkrypte zur Zottenspitze. Da ein 
C282Y-mutiertes HFE-Protein an der Zelloberfläche nicht exprimiert wird und daher keine 
Bindung mit dem Transferrinrezeptor eingehen kann, kann es dessen Affinität zu Transferrin 
im Blut nicht modulieren. Durch Abnahme der intrazellulären Eisenkonzentration wird die 
Expression von DMT1-Rezeptoren enthemmt und daher auch die Eisenresorption aus dem 
Darmlumen verstärkt. Die zweite Mutation (H63D) hat zwar keine Auswirkung auf den HFE-
β2-Mikroglobulin-Komplex und auf die Expression des HFE-Proteins, reduziert jedoch die 
6                                                     Einleitung                        
Affinität des Transferrinrezeptors zu Transferrin [16]. Die pathophysiologische Relevanz des 
S65C-Polymorphismus ist bisher unbekannt.  
In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese untersucht, dass Mutationen im HFE-Gen mit 
erhöhten Eisenparametern einhergehen und den Schweregrad der Lebererkrankung bei 
Patienten mit chronischer Hepatitis C beeinflussen. 1998 konnte in einer französischen Studie 
[31, 32] kein Zusammenhang zwischen Mutationen im HFE-Gen und einer 
Eisenakkumulation in der Leber bei Patienten mit chronischer Hepatitis C nachgewiesen 
werden. Diese Ergebnisse entsprechen einer deutschen Studie [33], in der die C282Y-
Mutation ebenfalls keine Auswirkung auf die inflammatorische Aktivität und den Fibrosegrad 
in der Leberhistologie hatte. In einer englischen Studie [34] konnte jedoch 1998 bei Patienten 
mit Mutationen im HFE-Gen erhöhte Serum-Ferritinkonzentrationen nachgewiesen werden. 
Zudem zeigte die Leberhistologie eine verstärkte Fibrosierung und eine signifikant vermehrte 
Eisenablagerung in den Hepatozyten. Daher wurde ein Einfluss der Mutationen im HFE-Gen 
auf die Progression der Lebererkrankung bei chronischer Hepatitis C vermutet. Diese 
Hypothese wurden 1999 in einer brasilianischen Studie [35] bestätigt. Träger von Mutationen 
im HFE-Gen wiesen sowohl höhere Serum-Eisenparameter als auch eine stärkere 
entzündliche Aktivität und eine ausgeprägtere Leberfibrosierung auf. Weitere Studien aus 
Italien [36] und Österreich [9] zeigen Einflüsse der HFE-Genmutationen auf Eisenparamter 
und Schweregrad der Lebererkrankung, insbesondere der Fibroseneigung, bei an chronischer 
Hepatitis C erkrankten Patienten.  
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, diese Theorie in einer klinischen Studie an 
einem großen deutschen Patientenkollektiv zu überprüfen und nach weiteren Faktoren – z.B. 
dem kürzlich bekannt gewordenen S65C-Polymorphismus im HFE-Gen und der Y250X-
Mutation im Transferrin-Rezeptor 2 – zu suchen, die hierbei eine Rolle spielen könnten.   
 
 
 
Untersuchungsgut und Methodik                                                                  7                        
 
2  Untersuchungsgut und Methodik 
 
 
2.1 Patientenkollektiv 
 
Das Patientenkollektiv umfasste Patienten mit serologisch nachgewiesener chronischer 
Hepatitis C, die sich im Zeitraum von 1994 bis 2001 in der Medizinischen Klinik III der 
RWTH Aachen zur Leberpunktion vorstellten. Die Leberpunktion fand bei den Patienten zur 
Statuserhebung vor einer eventuellen Behandlung mit Interferon statt. Insgesamt 166 
Patienten wurden aus diesem Zeitabschnitt in die Studie aufgenommen, wobei als 
Ausschlusskriterien eine Therapie mit Eisenpräparaten und andere aktive Virushepatitiden 
festgelegt wurden.  
 
 
2.2 Sonographisch gesteuerte Leberpunktion 
 
Die Leberpunktionen erfolgten in der Endoskopie der Medizinischen Klinik III der RWTH 
Aachen. Nach regionaler Anästhesie und Stichinzision der Haut wurde unter sonographischer 
Kontrolle eine Punktion nach Menghini im letzten oder vorletzten Intercostalraum in der 
mittleren Axillarlinie durchgeführt. Das entnommene Lebergewebe wurde anschließend mit 
Formalin versetzt, um die Autolyse des Materials zu verhindern.  
 
 
2.3 Histologische Gewebepräparation 
 
Im Institut für Pathologie der RWTH Aachen erfolgte die weitere Präparation der 
Leberbiopsate. Die in Formalin fixierten Gewebeproben wurden durch Inkubation des 
Gewebes in Ethanollösungen mit aufsteigender Konzentration („aufsteigende Alkoholreihe“) 
entwässert. Nach der Entwässerung wurde der Alkohol durch Anwendung eines 
Zwischenmediums (Xylol / Aceton) entfernt. Nachfolgend erfolgte die Einbettung des 
Gewebes in Paraffin. Von dem Paraffin-Gewebe-Block wurden mit Hilfe eines Mikrotoms   
2-5 µm dicke histologische Schnitte angefertigt, die nach Entparaffinierung gefärbt wurden. 
Als Färbemethoden wurden die HE-Färbung (Hämatoxylin und Eosin), die Eisenfärbung mit 
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Berlinerblau, die PAS-Färbung (Perjodsäure-Reaktion) und eine Bindegewebsfärbung 
(Trichrom nach Ladewig) angefertigt (nach Standardprotokollen des Institutes für 
Pathologie).   
 
 
2.4 Histologische Befundung 
 
Die histologischen Präparate wurden im Institut für Pathologie von einem Untersucher blind, 
dass heißt ohne Kenntnis der klinischen Hintergründe des jeweiligen Patienten, befundet. Es 
wurde die inflammatorische Aktivität, der Fibrosegrad, das Eisenaufkommen in den 
Hepatozyten und das Eisenaufkommen in den Kupffer-Zellen beurteilt. Die inflammatorische 
Aktivität (A0-A4) wurde nach dem Score von Batts und Ludwig [37] in den mit Hämatoxylin 
und Eosin gefärbten Präparaten bewertet (Tab. 3). 
 
 
 
Einteilung der entzündlichen Aktivität   Kriterien 
Semiquantitativ Deskriptiv Lymphozytische „Mottenfraß“- Lobuläre Entzündung  
 Nekrosen    und Nekrose 
 
0 nur portale Entzündung; keine    keine 
 keine Aktivität  
 
1 minimal minimal; fleckförmig  minimal; gelegentlich  
         punktförmige Nekrosen
  
2 leicht leicht; beinhaltet einige  leicht; geringer hepato-  
  Portalfelder    zellulärer Schaden 
 
3 mäßig mäßig; beinhaltet alle  mäßig; auffälliger  
  Portalfelder    hepatozellulärer Umbau 
 
4 stark   stark; mit möglicher    ausgeprägt; auffälliger  
  brückenbildender Nekrose  diffuser hepatozellulärer  
         Schaden 
 
 
   Tab. 3: Histologische Einteilung der entzündlichen Aktivität. 
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Ebenfalls mit einem Score von Batts und Ludwig wurde der Fibrosegrad (F0-F4) in den 
Präparaten mit Bindegewebsfärbung bestimmt (Tab. 4).  
 
 
Einteilung des Fibrosegrades     Kriterien 
Semiquantitativ  Deskriptiv 
 
0   keine Fibrose   normales Gewebe 
 
1   portale Fibrose   fibröse portale Ausweitung 
 
2   periportale Fibrose  portale oder wenige portal-portale Septen 
 
3   septale Fibrose   fibröse Septen mit Zerstörung der Gewebs-  
       architektur; keine Zirrhose 
 
4   Zirrhose    Zirrhose 
 
  
   Tab. 4: Histologische Einteilung des Fibrosegrades.    
 
 
Sowohl für das Eisenaufkommen in den Hepatozyten (EH0-EH3) als auch für das 
Eisenaufkommen in den Kupffer-Zellen (EK0-EK3) wurde ein Score mit 4 Abstufungen 
verwendet, wobei der Grad 0 keinem Eisenaufkommen und Grad 3 einem massiven 
Eisenaufkommen entspricht (Tab. 5). 
 
 
  Grad des Eisenaufkommens Hepatozyten / Kupffer-Zellen 
 
0 kein 
 
1 leicht 
 
2 mäßig 
 
3 stark 
 
 
Tab. 5: Histologische Einteilung des Eisenaufkommens. 
 
Für die Beurteilung und Gradierung des Eisenaufkommens wurden die Präparate in der 
Eisenfärbung verwendet. 
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2.5 DNA-Extraktion aus Lebergewebe 
 
2.5.1 Probengewinnung 
 
Das bei der Leberbiopsie der Patienten dieser Studie gewonnene Gewebe wurde im Institut 
für Pathologie in einen Paraffinblock eingebettet archiviert. Von 120 Patienten wurde mit 
Hilfe eines Mikrotoms jeweils 3-5 10 µm dicke Schnitte des Lebergewebes von den Blöcken 
abgehoben und daraufhin in 1,5 ml-Reaktionsgefäße gegeben. Um Kontaminationen zu 
vermeiden, wurde die Mikrotomklinge nach jedem Gewebeschnitt sorgfältig mit Alkohol 
gesäubert.  
 
2.5.2 Entparaffinierung 
 
Das Paraffin wurde durch Lösung in Xylol entfernt. Die Paraffin-Gewebeschnitte wurden 
zunächst mit jeweils 1 ml Xylol versetzt. Nach gründlichem Vortexen wurden eine 
Einwirkzeit von 15-30 Minuten für das Xylol eingehalten. Nachfolgend wurden die Proben 
bei 14.000 Umdrehungen pro Minute (U/min) 5 Minuten zentrifugiert, wobei sich das aus 
dem Paraffin gelöste Lebergewebe am Grund des Reaktionsgefäßes absetzte. Anschließend 
wurde das Xylol-Paraffin-Gemisch vorsichtig abgenommen und das Gewebe am Grund des 
Reaktionsgefäßes ein weiteres Mal mit 1 ml Xylol nach gutem Vortexen für 15-30 min 
inkubiert. Durch Waschen mit Ethanol wurde das restliche Xylol entfernt, welches die 
nachfolgende Verarbeitung beeinträchtigt hätte. Nach erneutem Zentrifugieren bei 
14.000 U/min und vorsichtigem Abnehmen des Xylol-Paraffin-Gemisches wurde daher das 
Gewebe mit 1 ml 100 % Ethanol versetzt und nach Vortexen für 15-30 min stehen gelassen. 
Nach Zentrifugieren bei 14.000 U/min und Abpipettieren wurde dieser Waschschritt 
anschließend wiederholt. Nach Abnehmen des Ethanols wurde das Pellet bei 37 °C 
getrocknet. 
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2.5.3 DNA-Extraktion 
 
Die weiteren DNA-Extraktionsschritte wurden mit dem DNeasy Tissue Kit (Qiagen) 
durchgeführt (Abb. 2). Zu dem Lebergewebe wurde 180 µl Puffer ATL und 20 µl 
Proteinase K hinzugegeben. Nach kurzem Vortexen wurden 
die Proben bei 56 °C in einem Thermoschüttler bei 900 
U/min für 12 Stunden bis zur vollständigen 
Gewebelysierung inkubiert. Durch Behandlung mit 
Proteinase K wurden sämtliche Eiweiße gespalten. Die 
homogenisierten Proben wurden nachfolgend mit 200 µl 
Puffer AL versetzt und für 15 min bei 70 °C im 
Thermoschüttler (900 U/min) inkubiert. Zum Ausfällen der 
DNA wurde jeder Probe 210 µl reines Ethanol zugefügt. 
Der Ansatz wurde nach kurzem Schwenken in die DNeasy 
mini column umgeschüttet und bei 8.000 U/min für 1 min 
zentrifugiert. Die DNeasy mini column enthält eine 
Membran, an welche die DNA während der Zentrifugation 
bindet. Der Überstand gelangte durch Zentrifugation in das 
Sammelröhrchen, das anschließend mit dem Filtrat 
verworfen wurde. Auf die DNeasy mini column wurde 
500 µl Puffer AW1 gegeben und 1 min bei 8000 U/min 
zentrifugiert. In einem zweiten Waschschritt wurde 500 µl 
Puffer AW2 verwendet sowie 1 min bei 8000 U/min und 
nachfolgend, um alle Reste der Waschpuffer von der 
Membran zu entfernen, 5 min bei 14.000 U/min 
zentrifugiert. Das Filtrat wurde nach jeder Zentrifugation 
verworfen. Zur Elution der DNA von der Membran wurde 
in die DNeasy mini column 100 µl Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan- (TRIS) Puffer gegeben, die DNA bei 70 °C für 5 min inkubiert und 
anschließend bei 8000 U/min 1 min in 1,5 ml Reaktionsgefäße zentrifugiert. Die in TRIS-
Puffer gelöste DNA wurde bei –20 °C aufbewahrt.    
Abb.2: DNA-Extraktion.  
Extrahierte DNA 
Elution 
Wasch-
schritt 
DNA-
Bindung 
Lyse 
Lebergewebe
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2.5.4  Bestimmung der DNA-Konzentration und Qualität 
 
Nukleinsäuren lassen sich in einer Gel-Elektrophorese mit geeigneter Gelmatrix (Agarosegel, 
Polyacrylamidgel) proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts auftrennen. Durch 
Anlegen einer Spannung an eine solche Gelmatrix wandern die Moleküle, abhängig von ihrer 
Größe und Ladung, mit konstanter Geschwindigkeit zur Anode. Durch die Zugabe von 
Ethidiumbromid können Nukleinsäuren im Gel sichtbar gemacht werden. Ethidiumbromid 
interkaliert dabei zwischen den aromatischen Ringsystemen der Nukleotide und leuchtet bei 
Anregung durch UV-Licht rosa-orange. Auf diese Weise werden schon geringe Mengen DNA 
(>20 ng) sichtbar. Zur Abschätzung des DNA-Gehalts der extrahierten Proben und zur 
Bestimmung der durchschnittlichen DNA-Fragmentlänge wurden jeweils 10 µl der DNA-
Proben zusammen mit 5 µl Ladepuffer 1 (siehe Seite 26) auf ein 1 %-Agarose-Gel 
aufgetragen. Zusätzlich wurde als Standard eine Mischung aus 1 µl λ-DNA, 5 µl Aqua dest. 
und 5 µl Ladepuffer 1 verwendet. Die Gelelektrophorese wurde dann bei 80-100 V für 30-60 
min durchgeführt. Die aufgetrennte DNA wurde unter UV-Licht detektiert. Auf diese Weise 
konnten der Erfolg der DNA-Extraktion kontrolliert und die Qualität der extrahierten DNA 
beurteilt werden. 
Zusätzlich wurde die DNA-Konzentration der Proben fluorometrisch bestimmt. Die 
Quantifizierung des DNA-Gehalts im Fluorometer (BIORAD, Hercules, California) wurde mit 
dem Farbstoff PicoGreen (Molecular Probes, Leiden, NL) durchgeführt, der nach Bindung an 
DNA eine Verschiebung seiner Exzitations- und Emissionsspektren erfährt. Nach Anregung 
des gebundenen Farbstoffs bei 480 nm konnte seine Fluoreszenz bei etwa 520 nm gemessen 
werden. Da im Fluorometer keine absoluten Einheiten, sondern nur relative Einheiten 
gemessen wurden, erfolgte eine Kalibrierung des Gerätes mit einer Standardlösung bekannter 
Konzentration. Die Standardlösung enthielt 4 ng λ-DNA (Konzentration: 2 µg/ml – New 
England BioLabs, Beverly, Massachusetts) auf 1 ml 1 x TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM 
EDTA, pH 7,5). Anhand der Intensität der Fluoreszenz im Vergleich zur Standardlösung 
wurde die DNA-Konzentration in der Probe bestimmt.         
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2.6 Genotypisierung 
 
2.6.1 Durchführung der PCR 
 
Die aus dem Leberbiopsiegewebe extrahierte DNA wurde auf die beiden Mutationen C282Y 
und H63D im HFE-Gen hin untersucht. Zur Bestimmung dieser Mutationen wurde die 
Methode des Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus angewendet. Zunächst wurde ein 
definierter DNA-Abschnitt mittels Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) amplifiziert. Bei der PCR handelt es sich um ein molekularbiologisches Verfahren, bei 
dem sehr geringe Mengen von genetischer Substanz durch Amplifikation exponenziell 
vermehrt werden können. Die so angereicherten DNA-Sequenzen, ursprünglich nur in Spuren 
in einer Probe vorhanden, stehen dadurch für die Identifikation von Polymorphismen zur 
Verfügung. Grundsätzlich besteht die PCR aus Zyklen der Denaturierung, Annealing und 
Extension. Bei 94 °C wird die DNA denaturiert, um die Doppelstränge in Einzelstränge 
aufzutrennen. In Abhängigkeit von dem verwendeten Primern wird dann die Temperatur auf 
etwa 55-60 °C gesenkt, damit sich Primer an die komplementäre Region der DNA anlagern 
können (Annealing). Die Taq-Polymerase hat bei 72 °C ihr Temperaturoptimum, und die 
DNA wird mit einer Geschwindigkeit von etwa 1000 Basenpaaren (bp) je Minute repliziert. 
Anschließend beginnt ein neuer Zyklus mit der Denaturierung bei 94 °C (Abb. 3).  
 
 
 
 94 °C 
Denaturierung  
 
60 °C  Primer- 
Annealing 
 
 
 
 72 °C   
Extension  
 
 
 
    Abb. 3: Ablauf der PCR (Polymeras 
2. Zyklus  usw. 
e Chain Reaction). 
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Die Annealing-Temperatur muss so ausgewählt werden, dass sich die Primer nur an die 
komplementäre DNA anlagern. Bei zu niedriger Temperatur lagern sich die Primer nur 
teilweise an komplementäre Bereiche an, und es entsteht ein unspezifisches Amplifikat. Auf 
der anderen Seite führt eine zu hoch gewählte Annealing-Temperatur zu gar keiner 
Anlagerung und demnach auch zu keiner Vervielfältigung der DNA. 
Das HFE-Gen befindet sich auf dem Chromosom 6p22 und ist mit allen Exons, Introns und 
Repeat-Units insgesamt 9610 bp groß. Die für das HFE-Protein kodierenden Sequenzen 
betragen insgesamt 1047 bp. Die den beiden Mutationen zugrunde liegenden 
Punktmutationen befinden sich an Position 845 (C282Y) und 187 (H63D) der kodierenden 
Sequenz. Das extrahierte DNA-Material wurde durch die Lagerungszeit in Paraffin 
degradiert. Die durchschnittliche Länge der DNA-Fragmente lag zwischen 200 und 300 bp. 
Daher wurden folgende Primer ausgewählt und synthetisiert: 
 
 H63D Primer F: 5´- ACTACCTCTTCATGGGTGCC - 3´ 
 H63D Primer R: 5´- GCCACATCTGGCTTGAAATT - 3´ 
 
 C282Y Primer F: 5´- GCCCAATGGGGATGGGAC- 3´ 
 C282Y Primer R: 5´- CCCAATAGATTTTCTCAGC - 3´ 
 
Die Positionen innerhalb des gesamten Gens sowie die Größen der Amplifikate sind in der 
nachfolgenden Tabelle (Tab. 6) aufgeführt. 
 
 
Mutation  Position Position des Position des Länge des PCR-  
der Mutation Primers F Primers R Produktes (bp) 
 
 C282Y  5695  5621-5638 5768-5785  165 
 H63D   3735  3640-3659 3782-3803  164 
 
Tab. 6: Positionen von Mutationen und Primern im HFE-Gen. 
 
 
Für die beiden Mutationen – C282Y und H63D – wurden jeweils 50 µl PCR-Ansätze 
verwendet mit folgenden Zusammensetzungen (Tab. 7+8): 
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PCR-Ansatz Codon 63 
 
 5 µl  10x Puffer + Magnesiumchlorid (25 mmol/l) 
 1 µl  dNTP Lösung (10 mmol/l) 
 1 µl   Primer HFE63 F (100 pmol/µl) 
 1 µl  Primer HFE63 R (100 pmol/µl) 
 0,5 µl  Taq-Polymerase (5 U/µl) 
 
Tab. 7: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes Codon 63.  
 
 
 
PCR-Ansatz Codon 282 
 
 5 µl  10x Puffer  
 6 µl  Magnesiumchlorid (25 mmol/l) 
 1 µl  dNTP Lösung (10 mmol/l) 
 1 µl   Primer HFE282 F (100 pmol/µl) 
 1 µl  Primer HFE282 R (100 pmol/µl) 
 0,5 µl  Taq-Polymerase (5 U/µl) 
 
Tab. 8: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes Codon 282. 
 
 
In Abhängigkeit von der Konzentration der extrahierten DNA wurden zwischen 1 µl und 
20 µl DNA zu diesem PCR-Ansatz hinzugegeben und anschließend bis auf insgesamt 50 µl 
mit destilliertem Wasser aufgefüllt. Die erforderliche DNA-Menge wurde anhand der o.g. 
Gel-Elektrophorese abgeschätzt. Bei einem DNA-Gehalt von ungefähr 10 ng/µl und einer 
durchschnittlichen Fragmentgröße von 100-300 bp wurden 10 µl DNA-Lösung eingesetzt. 
Bei Proben mit durchschnittlich über 1000 bp wurden 2 µl DNA-Lösung eingesetzt. Das 
Herstellen der PCR-Ansätze erfolgte zur Vermeidung von Aerosol-Kontamination der Proben 
in einer UV-Arbeitshaube. Nach Einbringen der PCR-Ansätze in den Thermocycler wurde die 
PCR mit folgenden Bedingungen gestartet (Tab. 9): 
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Codon 63      Codon 282 
  
1.  94 °C  5 min      94 °C  5 min  
2. 94 °C  1 min  Denaturierung   94 °C  1 min 
3. 58 °C  1 min  Annealing   60 °C  1 min 
4. 72 °C  2 min  Extension    72 °C  2 min 
     (an 2 – 39 Zyklen)  
5.  72 °C  10 min      72 °C  10 min 
6. 04 °C  Pause      04 °C  Pause 
 
Tab. 9: PCR-Bedingungen Codon 63 und Codon 282. 
 
 
Im Anschluss an die PCR wurden von jedem 50 µl-PCR-Produkt 10 µl zusammen mit 5 µl 
Ladepuffer 1 auf ein 2 %-Agarose-Gel aufgetragen. Zusätzlich wurde als Standard eine 
Mischung aus 1 µl pUC 19, 5 µl Aqua dest. und 5 µl Ladepuffer 1 verwendet. Die 
Elektrophorese wurde bei 80-100 V für 30-60 min durchgeführt und das Gel nachfolgend 
unter UV-Licht fotografiert. Diese Gelelektrophorese ließ Aussagen zur Qualität und 
Quantität der PCR-Produkte zu. 
 
2.6.2 Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus (RFLP) 
 
Die PCR-Produkte zum Nachweis der H63D-Mutation wurden nach Fällung mit 12 µl 
Natriumacetat (3 M) und 80 µl 100 % Ethanol für jeweils 45 min bei –20 °C inkubiert. 
Anschließend wurde das gefällte PCR-Produkt 20 min bei 14.000 U/min in einer 
Kühlzentrifuge bei 4 °C zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abpipettieren des Überstands unter 
Berücksichtigung des Pellets wurden 200 µl 70 % Ethanol hinzugegeben. Nach erneutem 
Zentrifugieren (14.000 U/min.) bei 4 °C für 20 min und Abpipettieren des Überstands wurde 
das Pellet für 5-10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Das getrocknete (ethanolfreie) Pellet 
wurde dann in 12,5 µl destilliertem Wasser aufgenommen. Zu den 12,5 µl gefälltem PCR-
Produkt wurde 1,5 µl SuRE/Cut-Puffer M und 1 µl der Restriktionsendonuklease Bcl I 
(10 U/µl) gegeben und für 12 Stunden bei 37 °C in einem Wärmeschrank inkubiert. Das 
verwendete Restriktionsenzym Bcl I erkennt die Sequenz TGATCA. Diese Sequenz befindet 
sich im amplifizierten Bereich des HFE-Gens an Position 3731 bis 3736. Das Enzym 
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schneidet die DNA bei dieser Sequenz zwischen den Nukleotiden 3731 und 3732 
(T / GATCA).  
Das PCR-Produkt zum Nachweis der C282Y-Mutation wurde nicht gefällt. 20 µl des PCR-
Produktes wurde direkt 1 µl der Restriktionsendonuklease Rsa I (10 U/µl) zugefügt und 
ebenfalls für 12 Stunden bei 37 °C im Wärmeschrank inkubiert. In dem amplifizierten 
Bereich des HFE-Gens befindet sich an der Position 5664 bis 5667 die Sequenz GTAC. Diese 
wird von dem Restriktionsenzym erkannt und zwischen Position 5665 und 5666 geschnitten 
(GT / AC). Zusätzlich entsteht die Sequenz (GTAC) auch an der Position 5693 bis 5696 
(GTGC), wenn an der Position 5695 ein Basenaustausch Guanin zu Adenin im Sinne einer 
C282Y-Mutation vorliegt.    
Die verdauten PCR-Produkte wurden nach der Inkubation zusammen mit 5 µl Ladepuffer 2 
(siehe Seite 26) auf ein 5 %-Agarose-Gel aufgetragen. Zusätzlich wurde als Standard eine 
Mischung aus 1 µl pUC 19, 5 µl Aqua dest. und 5 µl Ladepuffer 1 verwendet. Die 
Gelelektrophorese wurde anschließend bei einer Spannung von 90 V über 2 bis 3 Stunden 
durchgeführt. Unter UV-Beleuchtung wurde das Gel abschließend fotografiert.  
 
2.6.3 LightCycler-Technik 
 
2.6.3.1 Methodik 
 
Die Detektion von Mutationen im HFE-Gen (H63D, C282Y und S65C) wurde bei 62 der 
insgesamt 166 Patienten dieser Studie im Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie 
der RWTH Aachen mit der LightCycler-Technik durchgeführt. Das LightCycler-System 
beinhaltet sowohl die Amplifizierung eines Gens als auch eine real-time Quantifizierung des 
PCR-Produkts. Darüber hinaus verfügt dieses System über eine Methode zum Nachweis und 
der Genotypisierung einzelner Polymorphismen, die als Schmelzkurvenanalyse beschrieben 
wird. Das LightCycler-Gerät registriert während dieser Schmelzkurvenanalyse die 
temperaturabhängige Anlagerung und Hybridisierung von sequenzspezifischen 
Oligonukleotidsonden an die Einzelstrang-DNA. Das Risiko der Kontamination zwischen den 
einzelnen Schritten ist bei dieser Methode minimiert, da Amplifizierung und Genotypisierung 
hintereinander im Gerät ohne eingreifende Zwischenschritte von außen ablaufen.  
Im Verlauf der PCR wird ein bestimmtes DNA-Fragment mit spezifischen Primern 
amplifiziert. In der Annealing-Phase der PCR-Zyklen lagern sich zwei Oligonukleotidsonden 
an spezifische Sequenzen des amplifizierten DNA-Fragments. Die erste Sonde ist am 5´-Ende 
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mit einem fluoreszierenden Element, dem LightCycler-Red, verbunden und am 3´-Ende 
phosphoryliert, um eine Verlängerung dieser Sonde zu vermeiden. Die zweite Sonde trägt an 
ihrem 3´-Ende ein Fluorescein. Ausschließlich zum Zeitpunkt der Anlagerung an das DNA-
Fragment ist der Abstand der beiden Oligonukleotidsonden so gering, dass es zu einem 
Energietranfer (FRET = „fluorescence resonance energy transfer“) zwischen den beiden 
fluoreszierenden Elementen kommt. Dabei wird das Flourescein (Donator) von einer 
Lichtquelle des LightCycler-Gerätes angeregt. Ein Teil dieser Anregungsenergie wird auf das 
LightCycler-Red-Element (Akzeptor) übertragen, welches hierdurch ebenfalls angeregt wird. 
Die Strahlung des LightCycler-Red-Elements wird vom LightCyler-Gerät gemessen. Auf 
diese Weise ist eine Quantifizierung des Amplifikats möglich.  
Die Oligonukleotidsonden werden nach Abschluss der PCR-Zyklen zusätzlich zum Nachweis 
von Polymorphismen bzw. zur Bestimmung des Genotyps mittels Schmelzkurvenanalyse 
verwendet. Die Schmelztemperatur des Heteroduplex, bestehend aus dem amplifizierten 
DNA-Fragment in Einzelstrangform und der Oligonukleotidsonde, ist abhängig von 
möglichen Polymorphismen im DNA-Fragment bzw. von der Übereinstimmung der 
Sondensequenz und der DNA-Sequenz. Eine der beiden Hybridisierungssonden trägt die 
komplementäre Sequenz des DNA-Segments in mutierter Form und wird demnach auch 
Mutationssonde genannt. Sie hat eine niedrigere Schmelztemperatur als die sogenannte 
Ankersonde, die eine nicht variable Sequenz trägt. Im Vergleich zum Hybrid aus homologen 
Sequenzen hat das Hybridisierungsprodukt aus Mutationssonde und DNA-Sequenz einen 
niedrigeren Schmelzpunkt, wenn die Sequenzen nicht übereinstimmen. Deshalb können 
Wildtyp-Formen von homozygoten und heterozygoten Mutationen anhand verschiedener 
Schmelztemperaturen unterschieden werden, die in Kurvenform durch die LightCycler-
Software dargestellt werden.  
 
2.6.3.2 Simultaner Nachweis der HFE-Mutationen C282Y und H63D 
 
Genomische DNA wurde aus EDTA-Vollblut isoliert (vgl. 2.5.3, S.10 f.). Es wurde für jede 
Mutation eine Mutationssonde verwendet, deren Oligonukleotidsequenz komplementär zum 
mutierten Genabschnitt war. Primer- und Sondensequenzen für die beiden Mutationen C282Y 
und H63D sind in den nachfolgenden Tabellen (Tab. 10 + 11) aufgeführt. 
 
 
 
Untersuchungsgut und Methodik                                                                  19                        
 
 
Codon 282 
 
     Position  Länge 
 
Primer:  
5´ - TGGCAAGGTAAACAGATCC - 3´ 6443   20 
5´ - TACCTCCTCAGGGACTCCTC - 3´ 6838R   20 
Produkt     6443-6838  395  
Sonden: 
5´ - AGATATACGTACCAGGTGGAG-F 6712   21 
5´ - LCRed 640-CCCAGGCCTGGATC- 6735   35 
AGCCCCTCATTGTGATCTGGG-P 
 
Tab. 10: Primer- und Sondensequenzen Codon 282. 
 
 
 
Codon 63 
 
 Position  Länge 
 
Primer:  
5´ - CACATGGTTAAGGCCTGTTG - 3´ 4620  20 
5´ - GATCCCACCCTTTCAGACTC - 3´ 4861R  20 
Produkt 4620-4861 241  
Sonden: 
5´ - ACGGCGACTCTCATCATCATAGA-F 4776R  23 
5´ - LCRed 705-CACGAACAGCTGGTCA- 4752R  38 
TCCACGTAGCCCAAAGCTTCAA-P 
 
Tab. 11: Primer- und Sondensequenzen Codon 63. 
 
 
Die Mutationssonden waren Fluorescein-markiert und stellten demnach den Donator beim 
Energietransfer dar. Durch die Schmelzkurvenanalyse konnte zwischen Wildtyp- und 
mutierten Allelen bei jedem Codon unterschieden werden.     
     
 
 
          
20                        Untersuchungsgut und Methodik 
2.6.3.3 Simultaner Nachweis der HFE-Mutationen H63D und S65C 
 
Genomische DNA wurde ebenfalls aus EDTA-Vollblut gewonnen. Im Gegensatz zum 
Nachweisverfahren für C282Y und H63D wurde hier nur eine Sonde verwendet, welche beide 
Nukleotidpositionen (187 und 193) in ihrer Oligonukleotidsequenz beinhaltete. Der Grund für 
diese abgewandelte Methodik war der geringe Abstand (6 Nukleotide) der beiden 
Punktmutationen im HFE-Gen. Die Oligonukleotidsequenz der Mutationssonde war zur 
S65C-Wildtyp und gleichzeitig zur H63D-mutierten Genvariante komplementär, hingegen 
war die Ankersonde komplementär zu einer nicht variablen Genregion. Die Standard-DNA 
mit heterozygoten H63D- und S65C-Mutationen (HFE combi control DNA) wurde von 
Genes-4U AG (Neftenbach, Schweiz) bezogen. Folgende Primer- und Sondensequenzen 
wurden verwendet (Tab. 12): 
 
 
     Codon 63 + 65 
 
 Position  Länge 
 
Primer:  
5´ - GCTCTGTCTCCAGGTTCACACTC - 3´ 4639  23 
5´ - CCCTCTCCACATACCCTTGC - 3´ 4929R  20 
Produkt 4639-4929 290   
Sonden: 
5´ - CGGCGACTCTCATCATCATAG- 4775R  31 
AACACGAACA-F       
5´ - LCRed 640-CTGGTCATCCACGTAGC- 4743R  29 
CCAAAGCTTCAA-P 
 
Tab. 12: Primer- und Sondensequenzen Codon 63 + 65. 
 
 
Nach Ablauf der Amplifizierung des Genabschnitts wurde auch hier eine 
Schmelzkurvenanalyse durchgeführt und so der Genotyp für die beiden Mutationen bestimmt. 
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2.6.4 DNA-Sequenzierung  
 
Im Institut für Pathologie der RWTH Aachen wurden 52 Patienten aus dem Kollektiv auf den 
Y250X-Polymorphismus des Transferrinrezeptors 2 (TFR2) hin untersucht. Genomische 
DNA wurde aus EDTA-Vollblut isoliert. Das TFR2-Gen befindet sich auf dem Chromosom 
7q22 und ist mit allen Exons, Introns und Repeat-Units insgesamt 2406 bp groß. Die für das 
TFR2-Protein codierenden Sequenzen betragen insgesamt 1047 bp. Die dem Y250X-
Polymorphismus zugrunde liegende Punktmutation befindet sich an Position 750 der 
kodierenden Sequenz, wobei ein Basenaustausch von Cytosin zu Guanin vorliegt. Dieser 
Nukleotidaustausch resultiert in einem Aminosäurenaustausch von Tyrosin (Y) zu einem 
Stop-Codon (X). Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode von 
Sanger et al. [38]. Bei der vorausgehenden Amplifizierung mittels PCR wurden folgende 
Primer verwendet: 
 
  Y250X Primer F:  5´ - CCCTACAGCGCCATCGGC - 3´ 
  Y250X Primer R:  5´ - GGCCCACTGGATCCACGC - 3´ 
 
Das Amplifikat hatte ein Länge von 106 bp. Die PCR-Produkte wurden mit Taq-Polymerase, 
sequenzspezifischen Primern (Y250X Primer F und Y250X Primer R) und 
fluoreszenzmarkierten Dideoxynukleotidtriphosphaten amplifiziert (Cycle Sequencing). 10-
100 ng PCR-Produkte wurden hierzu in einem 20 µl Reaktionsansatz, der 4 µl Terminator 
Ready Reaction Mix (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) sowie 0,5 mmol des 
entsprechenden Primers enthielt, linear amplifiziert (25 Zyklen, 96 °C/20 sec, 50 °C/20 sec, 
60 °C/4 min). Die Produkte wurden durch Ethanol-Natriumacetat-Präzipitation gereinigt, in 
24 µl Template Suppression Reagent (Applied Biosystems) aufgenommen und 2 min bei 95 °C 
denaturiert. Die kapillarelektrophoretische Auftrennung in POP-6 Polymer erfolgte auf dem 
automatischen Sequenzierer ABI PRISM 310 (Applied Biosystems). Die Fluoreszenzsignale 
wurden anschließend mit Hilfe der Sequencing-Analysis-Software ausgewertet. Die 
Sequenzanalysen erfolgten mit den Programmen Auto Assembler und Sequence Navigator 
(Applied Biosystems). 
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2.7 Klinisch-chemische Parameter 
 
Klinisch-chemische Parameter wurden von sämtlichen Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie 
und vor einer eventuellen Therapie der chronischen Hepatitis mit Interferon erhoben. Alle 
Parameter wurden im Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie der RWTH Aachen 
bestimmt. Die Parameter wurden den Patientenakten entnommen und in folgende 
Wertetabelle eingetragen:     
 
Virusserologie: HAV Anti-HAV   
   IgM-anti-HAV   
  HBV HBs-Ag   
   Anti-HBs   
   Anti-HBc   
   IgM-Anti-HBc   
   HBe-Ag   
   Anti-HBe   
   HBV-DNA (PCR) 
   HBV-DNA (quan.) 
  HCV Anti-HCV   
   HCV-RNA (PCR) 
   HCV-RNA (quan.) 
   HCV-Genotyp   
  HDV Anti-HDV   
  HGV HGV-RNA (PCR) 
     
     
  HCV-Infektionszeitpunkt:   
     
     
  CMV IgG   
   IgM   
  EBV IgG   
   IgM   
     
     
     
     
klinisch-chemische Parameter: Hämoglobin    
  Hämatokrit    
  Erythrozyten    
  Leukozyten    
  Thrombozyten    
  MCV    
  MCH    
  MCHC    
     
     
Untersuchungsgut und Methodik                                                                  23                        
 
  Quick    
     
     
  AST (GOT)    
  ALT (GPT)    
  γ-GT    
  AP    
  Gesamt-Bilirubin    
  direktes Bilirubin    
  GLDH    
  LDH    
  Pseudo-Cholinesterase (PCHE)    
  Protein gesamt    
  Albumin    
      
  Proteinelektrophorese:    
   Albumin   
   α1-Globuline   
   α2-Globuline   
   β-Globuline   
    γ-Globuline   
  IgG    
  IgA    
  IgM    
  Transferrin    
  Ferritin    
  Transferrin-Sättigung    
  Eisen    
  Ammoniak    
     
     
  Antinukleäre Antikörper (ANA)    
  Antimitochondriale Antikörper (AMA)    
  
Antikörper gegen glatte  
Muskulatur (SMA)    
  
Antikörper gegen Leber- und  
Nierenmikrosomen (LKM)    
  
Antikörper gegen lösliches  
Leberantigen (SLA)    
  
Antineutrophile-cytoplasmatische 
Antikörper (ANCA)    
  Prokollagen-III-Peptid    
  Hyaluronsäure    
  Laminin    
  
Kohlenhydrat-defizientes 
Transferrin (CDT)    
 
   Tab. 13: Wertetabelle - Virusserologie und klinisch-chemische 
Parameter (Abkürzungen siehe Seite III). 
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Parameter, die in einem Zeitrahmen von 3 Monaten um den Zeitpunkt der Biopsie nicht 
erhoben werden konnten, jedoch zu einem früheren oder späteren Zeitpunkt vorlagen, wurden 
ebenfalls in die Wertetabelle aufgenommen und explizit mit dem zugehörigen Datum 
markiert.    
 
 
2.8 Statistische Verfahren 
 
Zur Signifikanzanalyse wurde ein t-Test für unabhängige Stichproben verwendet. Hierbei 
wurde überprüft, ob sich die Mittelwerte der verschiedenen Daten in Abhängigkeit des 
Genotyps unterscheiden. Es wurde auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 getestet. 
Weiterhin wurden die erhobenen Daten auf bivariate Korrelationen untersucht und die 
zugehörigen Korrelationskoeffizienten nach Pearson bestimmt. Die aus diesen Testreihen 
hervorgehenden Signifikanzen wurden anschließend in einer multiplen Regressionsanalyse 
mit schrittweiser Auswahl eingehender analysiert, um mögliche Scheinsignifikanzen durch 
Einflüsse anderer Faktoren auszuschließen.     
 
 
 
2.9 Geräte und Reagenzien 
 
2.9.1 Geräte und gebrauchsfertige Reagenzien 
 
DNA-Extraktion: 
 DNeasy Tissue Kit     Qiagen 
 Zentrifuge Eppendorf 5415C    Eppendorf 
 Pipetten 10, 100, 250 und 1000 µl   Eppendorf 
 Reaktionsgefäße 1,5 ml    Eppendorf 
 Pipettenspitzen     Eppendorf  
 Thermomixer compact    Eppendorf 
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Elektrophorese: 
 Agarose Seakem LE     Biozym 
 DNA-Marker: 
- pUC 19/MspI (HpaII) (0,5 mg/ml)  MBI Fermentas 
  - lambda/Eco 130I/MluI   MBI Fermentas 
 Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (TRIS)  Merck 
 EDTA-Natriumsalz     Sigma  
 Borsäure      Merck 
 Ethidiumbromid-Tabletten     Sigma 
Elektrophorese-Kammer    Serva 
 
PCR: 
 10 x PCR-Puffer ohne Magnesiumchlorid  Roche 
 Magnesiumchlorid (25 mM)    Roche 
 10 x Puffer mit Magnesiumchlorid (1,5 mM) Roche  
 PCR Nukleotid-Mix (dATP, dCTP, dGTP,  
  dTTP)  10 mM je dNTP; pH 8,3  Roche    
 Taq DNA-Polymerase (5 U/µl)   Roche 
 Primer       MWG Biotech 
 PCR-Röhrchen 0,5 ml und 1 ml   Biozym 
 Gene Amp PCR System 9700   Applied Biosystems  
 UV-Arbeitshaube (CleneCab)   Herolab  
Restriktions-Verdau: 
 Natriumacetat 3M     Merck 
 Restriktionsendonuklease Rsa I    Roche 
 Restriktionsendonuklease SnaB I   Roche 
 Restriktionsendonuklease Bcl I   Roche 
 Zentrifuge Eppendorf 5417R    Eppendorf    
 MetaPhor Agarose     Biozym 
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2.9.2 Hergestellte Lösungen 
 
DNA-Extraktion: 
TRIS-Puffer: 
Dieser Puffer, der der Hydrolyse der DNA vorbeugen soll, wurde aus Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) mit folgenden Eigenschaften 
hergestellt: 10 mM (1,21 g/l); pH 7,6. 
 
 
Gel-Elektrophorese: 
Bei einer Gel-Elektrophorese wurde die vorbereitete Agarose in den mit 
Taschenformer vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Sobald das Gel erstarrt war, 
wurde das Gel nach Entfernung der Taschenformer in die mit TBE-Puffer gefüllte 
Gelkammer eingesetzt. 
 
 TBE-Puffer:  
Hergestellt wurde der TBE-Puffer jeweils in einer 10fach Konzentration. 108 g 
TRIS, 55 g Borsäure und 40 ml EDTA (0,5 M, pH 8) wurden abgemessen und 
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefüllt. 
 
1 %ige Agarose: 
Zur Herstellung des 1 %-Agarose-Gels wurde 0,5 g Agarose in einem 
Erlenmeyerkolben mit 50 ml 1 x TBE-Puffer gegeben und nach gutem 
Mischen aufgekocht, wobei die Agarose aufgelöst wird. Anschließend wurde 
zur Gellösung 10 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) gegeben.  
 
 2 %ige Agarose: 
Zur Herstellung des 2 %-Agarose-Gels wurde 1 g Agarose in einem 
Erlenmeyerkolben mit 50 ml 1 x TBE-Puffer gegeben und nach gutem 
Mischen aufgekocht, wobei die Agarose aufgelöst wird. Anschließend wurde 
zur Gellösung 10 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) gegeben.  
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 5 %ige Agarose: 
Zur Herstellung des 5 %-Agarose-Gels wurde 2,5 g MetaPhor-Agarose in 
einem Erlenmeyerkolben mit 50 ml 1 x TBE-Puffer gegeben und nach gutem 
Mischen aufgekocht, wobei die Agarose aufgelöst wird. Anschließend wurde 
zur Gellösung 10 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) gegeben. 
  
 Ladepuffer 1: 
Zur Herstellung dieses Ladepuffers wurden 0,03 g Bromphenolblau, 0,03 g 
Xylencyanol und 1,8 g Ficoll in 12 ml Aqua dest. aufgelöst.  
  
 Ladepuffer 2: 
Zur Herstellung dieses Ladepuffers wurden 0,03 g Bromphenolblau und 1,8 g 
Ficoll in 12 ml Aqua dest. aufgelöst. 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Patientengut 
 
Insgesamt wurden 166 Patienten mit chronischer Hepatitis C und Leberstanzbiopsie in diese 
Studie aufgenommen. Die Hepatitis C konnte bei jedem Patienten anhand serologischer 
Untersuchungen bestätigt werden. Patienten mit weiteren in den Eisenstoffwechsel 
eingreifenden Erkrankungen, einer Koinfektion mit einem anderen Hepatitisvirus (HAV oder 
HBV) oder Patienten, die in der Vergangenheit Bluttransfusionen erhalten hatten, wurden aus 
der Studie ausgeschlossen.   
 
3.1.1 Patientencharakteristika 
 
Das Alter der Patienten im Gesamtkollektiv lag zwischen 19 und 71 Jahren (Abb. 4), wobei 
das durchschnittliche Alter 41,8 ± 11,9 Jahre betrug. Das Patientengut bestand aus 68 
weiblichen und 98 männlichen Patienten. Das Alter der weiblichen Patienten lag zwischen 20 
und 71 Jahren bei einem durchschnittlichen Alter von 44,0 ± 11,8 Jahren. Das 
durchschnittliche Alter der männlichen Patienten in diesem Kollektiv betrug 40,2 ± 11,8 Jahre 
bei einer Altersspannweite von 19 bis 69 Jahren.   
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Abb. 4: Altersverteilung im Patientenkollektiv, aufgetrennt 
nach weiblichen und männlichen Patienten. 
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Die Laufzeit der Hepatitis-C-Infektion wurde definiert als Zeitraum vom Zeitpunkt der 
möglichen Infektion bis zum Zeitpunkt der Leberbiopsie. Sie konnte bei 142 Patienten 
(85,5 %) anhand ihrer Anamnese bestimmt werden. Hierbei wurden Bluttransfusionen, i.v.-
Drogenabusus und größere operative Eingriffe als potenzielle Infektionquellen angenommen. 
Die Laufzeit betrug 1 bis 40 Jahre mit einer mittleren Laufzeit von 8,3 ± 8,6 Jahren.   
 
3.1.2 Klinisch-chemische Parameter 
 
Eine aktive Hepatitis A oder B stellte ein Ausschlusskriterium dar. Von 145 Patienten, die auf 
eine Hepatitis A-Infektion hin getestet wurden, konnte bei 12 (8,3 %) Patienten eine frühere 
Infektion mit dem Hepatitis-A-Virus und eine daraus folgende Immunität (Anti-HAV positiv) 
nachgewiesen werden. Eine frühere Hepatitis B ohne Aktivitätszeichen (Anti-HBc positiv, 
Anti-HBs positiv, HBs-Ag negativ, HBV-RNA negativ) wurde bei 54 von 149 Patienten 
(36,2 %) festgestellt. Bei 7 von 83 Patienten (8,4 %) wurde eine aktive HGV-Infektion 
nachgewiesen. Diese Diagnose führte jedoch nicht zum Ausschluss dieser Patienten aus der 
Studie. Eine akute CMV-Infektion oder eine aktive EBV-Infektion konnte bei keinem 
Patienten diagnostiziert werden. Bei 44 von 66 Patienten (66,7 %) konnte eine frühere CMV-
Infektion und bei 62 von 64 Patienten eine frühere EBV-Infektion (96,9 %) nachgewiesen 
werden. Alle 166 Patienten waren nachweislich Anti-HCV und HCV-RNA positiv. Die 
quantitativen HCV-RNA-Bestimmungen ergaben Werte zwischen 103 und 5*107 
Genomäquivalenten/ml bei einer durchschnittlichen Viruslast von 1,3*106 ± 4,8*106 
Genomäquivalenten/ml. Der HCV-Genotyp wurde bei 106 Patienten bestimmt, wobei die 
Genotypen 1b (45,6 %), 1a (26,5 %) und 3a (19,1 %) in diesem Kollektiv in ihrer Häufigkeit 
überwogen (Abb. 5). 
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Abb. 5: Verteilung der HCV-Genotypen. 
 
 
Als diagnostisch wichtige Parameter bei Lebererkrankungen gelten die Aminotransferasen 
ALT (GPT) und AST (GOT) und die γ-Glutamyl-Transpeptidase (γ-GT). In diesem 
Patientenkollektiv lagen die Werte für ALT zwischen 8 und 389 U/l mit einer 
durchschnittlichen Aktivität von 57,1 ± 50,6 U/l. Die AST-Werte befanden sich im Bereich 
von 7 bis 163 U/l mit einem Durchschnittswert von 30,1 ± 22,0 U/l. Der mittlere Wert der     
γ-GT betrug 42,6 ± 39,9 U/l mit einem Minimum von 5 U/l und einem maximalen Wert von 
227 U/l. Weitere in diesem Zusammenhang wichtige Parameter stellen die Glutamat-
Dehydrogenase (GLDH) und die alkalische Phosphatase (AP) mit Mittelwerten von 5,2 ± 5,6 
U/l bzw. 107 ± 42 U/l dar. 
Aufgrund der Fragestellung dieser Studie sind die Eisenparameter Serumeisen, Ferritin, 
Transferrin-Sättigung und Transferrin von besonderer Bedeutung. Die Werte der 
Serumeisenkonzentrationen lagen zwischen 2,6 und 48,7 µmol/l mit einer durchschnittlichen 
Konzentration von 21,7 ± 8,7 µmol/l. Der mittlere Ferritin-Spiegel lag bei 205 ± 246 µg/l bei 
einem minimalen Wert von 5 µg/l und einem Maximum von 2082 µg/l. Die mittleren Werte 
für Transferrin und die Transferrin-Sättigung betrugen 2,9 ± 0,5 g/l bzw. 32,5 ± 14,1 %. Die 
Tabellen 14 und 15 zeigen die in dieser Studie erhobenen klinisch-chemischen Parameter 
(N=Anzahl). 
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  Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung N 
Erythrozyten 3,2 6,4 4,8 0,5 158 
Hämoglobin 101 189 147 15 158 
Hämatokrit 0,29 0,55 0,43 0,04 158 
MCV 62 118 91 6 158 
MCH 21 40 31 2 158 
MCHC 111 368 340 20 158 
Leukozyten 1,8 16,6 6,7 2,2 158 
Thrombozyten 36 392 221 65 158 
Quick 57 100 97 7 158 
 
Tab. 14: Blutbild. 
 
 
 
  Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung N 
AST (GOT) 7 163 30 22 157 
ALT (GPT) 8 389 57 51 157 
γ−GT 5 227 43 40 157 
AP 36 367 107 42 156 
GLDH 0,5 45,1 5,2 5,6 141 
LDH 95 272 175 32 156 
Bilirubin gesamt 0,13 2,70 0,65 0,37 156 
PCHE 1828 12792 5882 1617 153 
Albumin 32 57 47 4 146 
Protein 60 95 77 6 157 
       
Albumin 50,7 69,6 61,2 4,3 141 
α1-Globuline 1,4 4,8 2,8 0,5 141 
α2-Globuline 4,8 12,4 8,0 1,5 141 
β-Globuline 6,9 14,8 9,8 1,3 141 
γ-Globuline 9,9 31,2 18,2 3,9 141 
       
IgG 8,7 30,8 15,1 4,2 127 
IgA 0,6 12,1 2,3 1,6 126 
IgM 0,4 10,0 1,6 1,1 126 
       
Ferritin 5 2082 205 246 148 
Transferrin 2,0 5,1 2,9 2,5 138 
Transferrin-Sättigung 3,6 79,2 32,5 14,1 136 
Eisen 2,6 48,7 21,7 8,7 149 
       
NH3 10,5 123,7 32,6 16,2 78 
CDT 1,4 11,0 2,3 1,2 80 
Prokollagen-III-Peptid 340 2400 798 367 88 
 
Tab. 15: Klinisch-chemische Parameter (Abkürzungen siehe Seite III). 
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Autoantikörper konnten sowohl bei akuter als auch bei chronischer Virushepatitis gefunden 
werden. Insbesondere die chronische Hepatitis C zeigt eine Assoziation mit 
Autoimmunerkrankungen und serologischen Markern der autoimmunen Hepatitis. Es wird 
eine virusinduzierte Autoimmunität angenommen [39]. Bei keinem Patienten aus dem 
Kollektiv konnten antimitochondriale Antikörper (AMA) oder Leber- und 
Nierenmikrosomenantikörper (LKM) festgestellt werden. Auf AMA wurden 132 der 166 
Patienten untersucht und auf LKM hin wurden 119 der insgesamt 166 Patienten getestet. 
10 % der Patienten (14 von 137) zeigten antinukläre Antikörper (ANA), 15 % (18 von 121) 
zeigten Antikörper gegen glatte Muskulatur (SMA) und bei 4 % der Patienten (5 von 123) 
konnten neutrophile-cytoplasmatische Antikörper (ANCA) nachgewiesen werden. Die 
Differenzierung dieser Antikörper ergab bei 3 der 5 Patienten einen positiven Nachweis von 
Anti-Proteinase 3-Antikörpern (cANCA).  
 
 
3.2 DNA-Extraktion  
 
Die fluorometrisch bestimmten DNA-Konzentrationen lagen zwischen 0,5 und 12 ng/ml. 
Aufgrund des hohen Degradierungszustands der extrahierten DNA wurden alle DNA-Proben 
zudem gelelektrophoretisch analysiert und semiquantitativ beurteilt, um die in die PCR 
einzusetzenden DNA-Mengen festzulegen (Abb. 6). Die durchschnittliche Fragmentlänge 
betrug 100-300 Basenpaare. Bei einigen Proben lag die durchschnittliche Fragmentlänge bei 
300-1000 Basenpaaren und nur bei wenigen Proben konnten auch Bruchstücke mit einer 
Länge über 1000 Basenpaaren nachgewiesen werden. Bei überwiegendem Vorliegen kleiner 
DNA-Fragmente wurde mehr DNA für die PCR eingesetzt als bei weniger degradierter DNA. 
Für die nachfolgende PCR wurden 1-20 µl DNA eingesetzt. 
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Abb. 6:  Gel-Elektrophorese (Agarose 1 %) zur Qualitäts- und Quantitäts-
bestimmung. Es sind 11 DNA-Proben und der Molekulargewichtsmarker λ-
DNA (rechts) aufgetragen. 
 
 
 
 
3.3 PCR 
 
Nach Durchführung der PCR wurden die Produkte auf einem Agarose-Gel sichtbar g
(Abb. 7). Die Größe des DNA-Amplifikats wurde durch Vergleich mit dem aufgetr
Molekulargewichtsmarker bestimmt. Bei den Proben, die keine hinreichend deutliche
ergaben, wurde eine erneute PCR mit den gleichen Bedingungen durchgeführt. Die er
Länge der PCR-Produkte zur H63D-Mutation von 164 Basenpaaren konnte im Gel b
werden. Unterhalb der Amplifikat-Banden finden sich nicht amplifizierte DNA und
wieder. Die amplifizierte DNA-Fragmentlänge von 165 Basenpaaren für die C282Y-M
konnte ebenfalls im Gel bestätigt werden (Abb. 8). 
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Abb. 7: Gel-Elektrophorese (Agarose 2 %) der PCR-Produkte zur H63D-
Mutation. Es sind neben 10 Amplifikaten (164 bp) eine Leerprobe und der 
Molekulargewichtsmarker pUC 19 (von links nach rechts) aufgetragen.  
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Abb. 8: Gel-Elektrophorese (Agarose 2 %) der PCR-Produkte zum C282Y-
Mutation. Es sind neben 10 Amplifikaten (165 bp) eine Leerprobe und der 
Molekulargewichtsmarker pUC 19 (von links nach rechts) aufgetragen. 
 
36                        Ergebnisse 
3.4 Genotypisierung  
 
3.4.1 RFLP 
 
Nach dem anschließenden Verdau der PCR-Produkte mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen ließen sich DNA-Fragmente verschiedener Größen im Agarose-Gel 
auftrennen und durch UV-Licht sichtbar machen (Abb. 9). Das PCR-Produkt zur H63D-
Mutation mit einer ursprünglichen Länge von 164 bp wird bei Vorliegen einer Wildtyp-
Sequenz in 2 DNA-Fragmente mit Längen von 92 und 72 bp geschnitten. Bei Vorliegen einer 
Punktmutation im Sinne einer H63D-Mutation wird diese Schnittstelle aufgehoben, und es 
stellt sich das ungeschnittene PCR-Produkt (164 bp) im Agarose-Gel dar. Eine homozygote 
H63D-Mutation kann folglich an einer einzigen Bande im Gel nachgewiesen werden. Ihre 
Molekulargröße entspricht dem ungeschnittenen Ausgangs-PCR-Produkt. Eine heterozygote 
H63D-Mutation kann an der Auftrennung drei verschiedener Banden nachgewiesen werden 
(164, 92 und 72 bp, Tab. 16).  
 
 
   1        2       3       4       5        6       7        8        9      10       11 
67 bp 
110 bp 
147 bp 
331 bp 
242 bp 
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92 bp
164 bp
 
Abb. 9: Restriktions-Verdau (Agarose 5 %) zur H63D-Mutation. Es sind 
beide Mutationsformen (homozygot: Reihe 1, heterozygot: Reihen 3,5,6 und 
9) die Wildtypform (Reihen 2,4,7 und 8), eine Positiv-Kontrollprobe (Reihe 
10, heterozygot) und der Molekulargewichtsmarker pUC 19 (Reihe 11) 
aufgetragen. 
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In den hochauflösenden Gelen (Abb. 9 und 10) sind neben den erwarteten Banden auch 
zusätzliche Banden und sog. „Schmier“ zu erkennen. Diese beiden Verunreinigungen treten 
durch unspezifisches Schneiden des Restriktionsenzyms und durch aufgetrennte 
niedermolekulare, nicht polymerisierte DNA-Reste auf. 
Das PCR-Produkt zur C282Y-Mutation hat eine Länge von 165 bp und eine sichere 
Schnittstelle, wodurch das PCR-Produkt im Wildtyp-Fall in 2 Fragmente der Länge 120 bp 
und 45 bp aufgeteilt wird. Da dieser Restriktions-Verdau besonders störanfällig war, wurde 
durch diese sichere Schnittstelle eine positive Kontrolle für den Verdau eingeführt. Eine 
zusätzliche Punktmutation im Sinne einer C282Y-Mutation führt zu einer zweiten 
Schnittstelle für das Restriktionsenzym und zu einer Auftrennung des 120 bp-Fragments in 
ein 91 bp- und ein 29 bp-Fragment. Demnach lassen sich bei einer heterozygoten Mutation im 
HFE-Gen im Sinne einer C282Y-Mutation 4 verschiedene Banden im Elektrophorese-Gel mit 
den Längen 120, 91, 45 und 29 bp auftrennen (Abb. 10). Hingegen fehlt im Falle einer 
homozygoten Mutation die 120 bp-Bande (Tab. 16).  
    1      2       3       4      5      6       7      8     9      10     11     12 
190 bp 
242 bp 
331 bp 
p 147 bp 
 
 
   120 b 
45 bp
91 bp
110 bp 
67 bp 
Abb. 10: Restriktons-Verdau (Agarose 5 %) zur C282Y-Mutation. Es sind 10 
Wildtyp-Patientenproben, eine Positiv-Kontrollprobe (Reihe 11, heterozygot) 
und der Molekulargewichtsmarker pUC 19 (Reihe 12) aufgetragen. 
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H63D-Genotyp C282Y-Genotyp 
 
WT/WT 
 
 
WT/H63D 
 
H63D/H63D 
 
WT/WT 
 
WT/C282Y 
 
C282Y/C282Y
 
 
 
92bp 
 
72bp 
 
164bp 
 
92bp 
 
72bp 
 
164bp 
 
 
 
 
 
120bp 
 
 
 
45bp 
 
120bp 
 
91bp 
 
45bp 
 
29bp 
 
 
 
91bp 
 
45bp 
 
29bp 
 
Tab. 16: Genotypen - Die Genotypisierung findet anhand der im Gel 
sichtbaren Banden nach diesem Schema statt (vgl. Abb. 9+10). 
 
 
 
 
3.4.2 LightCycler-Schmelzkurvenanalyse 
 
Im Rahmen der LightCycler-Technik werden Wildtyp-Formen von homozygoten und 
heterozygoten Mutationen mittels Schmelzkurvenanalyse unterschieden. Für den C282Y 
Locus liegt der Schmelzpunkt des Wildtyps bei 57,2 °C und für die mutierte Variante bei 
63,3 °C (Abb. 11). Beim H63D Locus liegt der Schmelzpunkt des Wildtyps bei 57,1 °C und 
der für die mutierte Variante bei 67,0 °C. Daraus ergeben sich die charakteristischen 
Schmelzkurven in Abhängigkeit von Genotypen der Patienten.     
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Abb. 11: Schmelzkurven für die C282Y- und die H63D-Mutation. Es 
sind beide Schmelzkurven (A: C282Y, B: H63D) getrennt dargestellt  
(   Heterozygotie,   Wildtyp,    Homozygotie). 
 
 
 
Liegt eine Sequenz in der Wildtyp- oder in einer homozygot mutierten Form vor, stellt sich 
dies graphisch als einzelner Gipfel dar. Hingegen treten bei einer Mutation heterozygoter 
Ausprägung zwei Gipfel als Ausdruck zweier verschiedener Schmelztemperaturen auf. Die 
Schmelzpunktanalyse bei dem simultanen Nachweis der Mutationen H63D und S65C 
beinhaltet 3 potenzielle Schmelzpunkte. Zu den zwei genannten Schmelzpunkten für den 
H63D-Locus kommt ein weiterer Schmelzpunkt für den S65C Locus hinzu (Abb. 12). 
Demnach besitzen DNA-Proben, die heterozygot für den S65C-Polymorphismus sind, einen 
Gipfel bei 51,9 °C und einen weiteren Gipfel bei 57,1 °C (Wildtyp) oder bei 67,0 °C (H63D) 
in Abhängigkeit vom Genotyp des anderen Allels. 
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Abb. 12: Schmelzkurven zum simultanen H63D- und S65C-
Mutationsnachweis (  Wildtyp,  Compound-Heterozygotie 
H63D/S65C,   Homozygotie H63D). 
 
 
 
3.4.3 Genotypen  
 
Anhand der Methode des RFLP wurde der HFE-Genotyp an extrahierter DNA aus 
Lebergewebe von 120 Patienten bestimmt. Eine homozygote C282Y-Mutation konnte bei 
keinem Patienten dieses Kollektives festgestellt werden. Jedoch lag bei 10 Patienten eine 
heterozygote Mutation vor. Ebenfalls konnte keine homozygote C282Y-Mutation bei 46 
Patienten, die mittels LightCycler-Technik genotypisiert wurden, festgestellt werden. Hier 
konnten 4 Patienten mit einer C282Y-Mutation heterozygoter Ausprägung gefunden werden. 
Einen H63D-Mutation heterozygoter Ausprägung konnte mittels RFLP bei 42 Patienten und 
mittels LightCycler-Technik bei weiteren 19 Patienten nachgewiesen werden. Die 
Untersuchung ergab insgesamt bei 5 Patienten eine homozygote H63D-Mutation. Darüber 
hinaus wurde bei 2 von 62 Patienten ein S65C-Polymorphismus heterozygoter Ausprägung 
anhand der LightCycler-Technik nachgewiesen (Abb. 13). 
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Abb. 13: HFE-Genotypen. Es sind die verschiedenen Mutationen jeweils mit 
zugehöriger Patientenanzahl dargestellt.   
 
 
Bei 3 Patienten konnte eine Compound-Heterozygotie C282Y/H63D und bei einem Patienten 
eine Compound-Heterozygotie H63D/S65C nachgewiesen werden. Durch DNA-
Sequenzierung konnte bei einem von insgesamt 52 getesteten Patienten die Y250X-Mutation 
im TFR2-Gen in heterozygoter Ausprägung nachgewiesen werden.  
 
 
3.5 Histologische Klassifizierung 
 
Die histologische Klassifizierung der Präparate wurde durch Musterpräparate dokumentiert 
(Abb. 14). 
 
 Stadium     Histologisches Bild 
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Abb. 14: Histologische Musterpräparate zu jedem diagnostiziertem Stadium 
(Fibrosegrad F, Entzündungsaktivität E, hepatozelluläres Eisenvorkommen 
EH, Eisenvorkommen in den Kupffer-Zellen EK). 
 
 
 
Die entzündliche Aktivität (E0-E4) im histologischen Gewebsschnitt hatte eine mittlere 
Ausprägung von 1,2 ± 0,6. Der durchschnittliche Fibrosegrad (F0-F4) lag bei 1,4 ± 1,2, der 
mittlere hepatozelluläre Eisengehalt (EH0-EH3) bei 0,2 ± 0,5 und das Eisenaufkommen in 
den Kupffer-Zellen (EK0-EK3) bei 0,4 ± 0,6 (Abb. 15). 
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Abb. 15: Verteilung der histologischen Scores im Patientenkollektiv.  
 
 
 
3.6 Statistische Analyse  
 
3.6.1 Vergleich der Mutationen mit dem Wildtyp 
 
Beim t-Test für unabhängige Stichproben stellten die verschiedenen Mutationen die 
Gruppenvariable dar. Dabei steht die Ausprägung 0 für die Wildtypform, 1 für eine 
heterozygote Mutation und 2 für eine homozygote Mutation. Als Testvariablen wurden 
sämtliche klinisch-chemischen Parameter und die histologischen Parameter verwendet. Da auf 
insgesamt 4 Mutationen hin untersucht wurde, fand jeder t-Test unter Ausschluss der 
Patienten, die eine der anderen untersuchten Mutationen in homo- oder heterozygoter 
Ausprägung aufwiesen, statt. In der Gruppenstatistik sind sämtliche Parameter mit signifikant 
unterschiedlichen Mittelwerten aufgetrennt nach der Ausprägung des Genotypen dargestellt 
(Tab. 16). Der nachfolgende Test für unabhängige Stichproben ergab bei Patienten mit einer 
heterozygoten C282Y-Mutation signifikant erhöhte Serumeisen-Spiegel (29,92 ± 3,90 vs 
19,11 ± 0,87 µmol/l; T=2,71; df=8,81; p=0,025). Die Auswertung der histologischen 
Parameter ergaben sowohl eine signifikant erhöhte Entzündungsaktivität (1,6 ± 0,2 vs 
1,1 ± 0,1; T=3,05; df=96; p=0,003) als auch einen signifikant erhöhten Fibrosegrad (2,1 ± 0,3 
vs 1,1 ± 0,1; T=3,02; df=96; p=0,003) bei Patienten mit einer heterozygoten C282Y-Mutation 
im Gegensatz zu Patienten ohne Mutationen im HFE-Gen (Tab. 17). 
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  C282Y N Mittelwert Standardabweichung
Standardfehler des 
Mittelwertes 
ALT 1 11 100,55 57,44 17,32 
 0 85 49,40 41,94 4,55 
AP 1 11 126,18 26,74 8,06 
 0 84 101,15 37,85 4,13 
AST 1 11 45,27 16,17 4,88 
 0 85 27,61 20,17 2,19 
Eisen 1 9 29,92 11,69 3,90 
 0 79 19,11 7,70 0,87 
Entzündung 1 11 1,64 0,67 0,20 
 0 87 1,11 0,52 0,06 
Fibrose 1 11 2,09 0,94 0,28 
 0 87 1,14 0,99 0,11 
GLDH 1 9 9,10 7,17 2,39 
 0 76 4,76 4,48 0,51 
Hb 1 11 158,18 12,40 3,74 
 0 86 145,99 14,16 1,53 
Hkt 1 11 0,46 0,04 0,01 
 0 86 0,43 0,04 <0,01 
LDH 1 11 201,09 30,68 9,25 
 0 84 173,98 28,88 3,15 
 
Tab. 16: Gruppenstatistik zu den Parametern mit signifikant 
unterschiedlichen Mittelwerten in Abhängigkeit vom Vorliegen der C282Y-
Mutation (0/1).   
 
 
 
  C282Y +/- T df p 
ALT  3,64 94 <0,001 
AP  2,12 93 0,037 
AST  2,79 94 0,006 
Eisen  2,71 8,8 0,025 
Entzündung  3,05 96 0,003 
Fibrose  3,02 96 0,003 
GLDH  2,57 83 0,012 
Hb  2,72 95 0,008 
Hkt  2,41 95 0,018 
LDH   2,91 93 0,005 
 
Tab. 17: Signifikanz-Parameter zum t-Test für unabhängige Stichproben 
bezüglich der C282Y-Mutation (heterozygote Ausprägung). 
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Ebenfalls waren die klinisch-chemischen Entzündungsparameter ALT (100,55 ± 57,44 vs 
49,40 ± 41,94 U/l; T=3,64; df=94; p<0,001), AST (45,27 ± 16,17 vs 27,61 ± 20,17 U/l; 
T=2,786; df=94; p=0,006) und GLDH (9,10 ± 7,17 vs 4,76 ± 4,48 U/l; T=2,566; df=83; 
p=0,012) bei Patienten mit einer heterozygoten C282Y-Mutation im Gegensatz zu Patienten 
ohne Mutationen im HFE-Gen signifikant erhöht (Tab. 17). 
Die Auswertung zur H63D-Mutation erfolgte getrennt für die heterozygote und die 
homozygote Mutation (Tab. 18 und 19). Es stellten sich bei Patienten mit einer heterozygoten 
H63D-Mutation signifikant erhöhte Serumeisen-Spiegel (24,36 ± 1,13 vs 19,11 ± 0,87 µmol/l; 
T=3,74; df=131; p<0,001) heraus. Der histologische Fibrosegrad war bei diesen Patienten 
ebenfalls signifikant erhöht (1,64 ± 0,18 vs 1,14 ± 0,11; T=2,44; df=97,84; p=0,016). Die 
Ferritin-Konzentration war sowohl bei Patienten mit einer H63D-Mutation heterozygoter 
Ausprägung (251,99 ±33,95 vs 143,22 ± 15,87 µg/l; T=2,90; df=70,69; p=0,005) als auch bei 
Patienten mit einer H63D-Mutation homozygoter Ausprägung (331,00 ± 101,61 vs 
143,22 ± 15,87 µg/l; T=2,75; df=84; p=0,007) signifikant erhöht (Tab. 20 und 21). 
 
 
 
  H63D +/- N Mittelwert Standardabweichung
Standardfehler des 
Mittelwertes 
AP 0 84 101,15 37,85 4,13 
  1 54 116,00 48,56 6,61 
Eisen 0 79 19,11 7,70 0,87 
  1 54 24,36 8,30 1,13 
Ferritin 0 81 143,22 142,87 15,87 
  1 50 251,99 240,09 33,95 
Fibrose 0 87 1,14 0,99 0,11 
  1 58 1,64 1,33 0,18 
Transf.-Sätt. 0 75 29,21 12,22 1,41 
  1 45 35,98 13,98 2,08 
 
Tab. 18: Gruppenstatistik zu den Parametern mit signifikant 
unterschiedlichen Mittelwerten in Abhängigkeit vom Vorliegen der H63D-
Mutation (0/1).   
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  H63D +/+ N Mittelwert Standardabweichung
Standardfehler des 
Mittelwertes 
Ferritin 0 81 143,22 142,87 15,87 
  2 5 331,00 227,21 101,61 
Hb 0 86 145,99 14,16 1,53 
  2 5 160,80 9,60 4,29 
Hkt 0 86 0,43 0,04 0,00 
  2 5 0,47 0,02 0,01 
 
Tab. 19: Gruppenstatistik zu den Parametern mit signifikant 
unterschiedlichen Mittelwerten in Abhängigkeit vom Vorliegen der H63D-
Mutation (0/2). 
 
 
   
  H63D +/- T df p 
AP  2,01 136 0,046 
Eisen  3,74 131 <0,001 
Ferritin  2,90 70,7 0,005 
Fibrose  2,44 97,8 0,016 
Transf.-Sätt.   2,78 118 0,006 
 
Tab. 20: Signifikanz-Parameter zum t-Test für unabhängige Stichproben 
bezüglich der H63D-Mutation (heterozygote Ausprägung). 
 
 
 
  H63D +/+ T df p 
Ferritin  2,75 84 0,007 
Hb  2,30 89 0,024 
Hkt   2,35 89 0,021 
 
Tab. 21: Signifikanz-Parameter zum t-Test für unabhängige Stichproben 
bezüglich der H63D-Mutation (homozygote Ausprägung). 
 
 
In den Abbildungen 16 und 17 sind die statistisch signifikanten Zusammenhänge zwischen 
heterozygoten HFE-Mutationen und der Serumeisen-Konzentration bzw. dem histologischen 
Fibrosegrad dargestellt. Wegen der geringen Stichprobengrößen konnten bei Patienten mit 
einer heterozygoten S65C-Mutation (N=2) und einer heterozygoten Y250X-Mutation (N=1) 
keine Signifikanztests gerechnet werden. Ebenso konnten aufgrund der niedrigen Fallzahlen 
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keine Zusammenhänge bei Patienten mit einer Compound-Heterozygotie C282Y/H63D (N=3) 
bzw. H63D/S65C (N=1) nachgewiesen werden.  
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Abb. 16: Darstellung des signifikanten Zusammenhangs 
Serumeisen-Konzentration vs. HFE-Genotyp. 
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Abb. 17: Darstellung des signifikanten Zusammenhangs 
Fibrosegrad vs. HFE-Genotyp. 
 
 
 
Ergebnisse                                                                  51                        
 
3.6.2 Multiple Regression 
 
Im Anschluss wurden alle erhobenen Parameter in einer multiplen Regression untersucht, um 
mögliche parallele Einflussfaktoren auf die Parameter, insbesondere das Alter, das 
Geschlecht, den Alkoholkonsum und die Laufzeit der Hepatitis C, erkennen zu können. In 
dieser schrittweisen linearen Regression stellten diese potenziellen Einflussfaktoren die 
unabhängige Variablen dar. Weiterhin gingen sämtliche klinisch-chemische Parameter und 
die histologischen Diagnosen ein. Den wichtigsten Anteil an der Varianzaufklärung hat die 
C282Y-Mutation auf den Serumeisen-Spiegel, die histologische Entzündungsaktivität, den 
histologischen Fibrosegrad und die GLDH (Tab. 22). 
 
 
abhängige   ANOVA   
Variable Einflussvariable R2 df F Signifikanz
Eisen C282Y 0,162 1/47 9,065 0,004 
Entzündung C282Y 0,259 1/47 16,414 <0,001 
Fibrose C282Y 0,130 1/47 7,051 0,011 
GLDH C282Y 0,148 1/45 7,789 0,008 
AST CDT 0,125 1/47 6,732 0,013 
ALT C282Y 0,100 1/47 5,219 0,027 
  C282Y + Alter 0,218 2/46 6,427 0,003 
LDH C282Y 0,163 1/48 9,178 0,004 
  C282Y + Laufzeit 0,237 2/47 7,153 0,002 
 
Tab. 22: Multiple Regressionen mit den unabhängigen Variablen Alter, 
Geschlecht, Alkoholkonsum, der Laufzeit der Hepatitis C und der C282Y-
Mutation. 
 
 
Im Gegensatz zum t-Test für unabhängige Stichproben ist der Parameter AST hauptsächlich 
vom Alkoholkonsum abhängig und wird nicht signifikant durch die C282Y-Mutation 
beeinflusst. Allerdings sollte hierbei die Patientenanzahl berücksichtigt werden, da nur bei 
wenigen Patienten der Alkoholkonsum quantitativ anhand eines CDT-Wertes eruiert werden 
konnte. Unterschiede in der Ausprägung des Parameters ALT ließen sich varianzanalytisch 
durch die Variablen C282Y-Genotyp und das Alter bestimmen. Hierbei stellte sich heraus, 
dass die ALT-Werte bei jüngeren Patienten und bei Patienten mit einer heterozygoten C282Y-
Mutation höhere Ausprägungen zeigen. Im Falle des Zusammenhangs zwischen LDH und 
C282Y-Genotyp erhöht sich der aufgeklärte Anteil der Varianz von 16,3 % auf 23,7 % bei 
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zusätzlicher Berücksichtigung der Laufzeit der Hepatitis C, wobei die LDH mit der Laufzeit 
ansteigt. Für die Parameter alkalische Phosphatase (AP), Hämoglobin-Konzentration (Hb) 
und Hämatokrit (Hkt) konnten mittels der multiplen Regressionen keine Zusammenhänge 
ermittelt werden.  
Die Ergebnisse im t-Test hinsichtlich der heterozygoten H63D-Mutation wurden für die 
Parameter Serumeisen-Spiegel, Ferritin-Konzentration und den histologischen Fibrosegrad 
bestätigt. Die histologische Entzündungsaktivität und die Viruslast (RNA quant.) zeigten sich 
in diesem Test ebenfalls als ausschließlich durch den H63D-Genotyp beeinflusst (Tab. 23).  
 
 
abhängige   ANOVA   
Variable Einflussvariable R2 df F Signifikanz
Eisen H63D +/- 0,147 1/63 10,845 0,002 
Entzündung H63D +/- 0,090 1/63 6,224 0,015 
RNA quant. H63D +/- 0,088 1/59 5,724 0,020 
Transferrin-Sättigung CDT 0,142 1/59 9,797 0,003 
Ferritin H63D +/- 0,127 1/62 9,017 0,004 
  H63D +/-   + Alter 0,203 2/61 7,757 0,001 
Fibrose H63D +/- 0,124 1/63 8,938 0,004 
  H63D +/-   + Alter 0,199 2/62 7,695 0,001 
     
Tab. 23: Multiple Regression mit den unabhängigen Variablen Alter, 
Geschlecht, Alkoholkonsum, der Laufzeit der Hepatitis C und der H63D-
Mutation (0/1). 
         
 
Unterschiede in der Ausprägung der Transferrin-Sättigung ließen sich varianzanalytisch durch 
den Alkoholkonsum (CDT) erklären, wobei wie erwartet erhöhte Werte für diesen Parameter 
bei vermehrtem Alkoholkonsum auftreten. Die Ferritin-Konzentration wird sowohl durch den 
H63D-Genotyp (Wildtyp/heterozygote Mutation) als auch durch das Alter der Patienten 
bestimmt. Hierbei zeigen ältere Patienten mit einer heterozygoten H63D-Mutation höhere 
Ferritin-Konzentrationen. Ebenfalls wird der histologische Fibrosegrad sowohl durch den 
H63D-Genotyp (Wildtyp/heterozygote Mutation) als auch durch das Alter der Patienten 
bestimmt. In der multiplen Regression ließen sich 12,4 % der Varianz der Variablen Fibrose 
durch den H63D-Genotyp erklären; durch die gleichzeitige Berücksichtigung des Alters 
konnten zusätzlich 7,5 % der Varianz erklärt werden. In der Population zeigen ältere Patienten 
mit einer heterozygoten H63D-Mutation eine ausgeprägtere Fibrosierung.  
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Darüber hinaus ließen sich varianzanalytisch signifikante Unterschiede im histologischen 
Fibrosegrad, der histologischen Entzündungsaktivität und der Viruslast durch den H63D-
Genotyp bei Patienten mit einer homozygoten H63D-Mutation im Gegensatz zu Patienten 
ohne Mutationen im HFE-Gen darstellen (Tab. 24).  
 
      
abhängige   ANOVA   
Variable Einflussvariable R2 df F Signifikanz
Entzündung H63D +/+ 0,358 1/45 25,060 <0,001 
Fibrose H63D +/+ 0,089 1/45 4,416 0,041 
RNA quant. H63D +/+ 0,128 1/41 6,015 0,019 
 
Tab. 24: Multiple Regression mit den unabhängigen Variablen Alter, 
Geschlecht, Alkoholkonsum, der Laufzeit der Hepatitis C und der H63D-
Mutation (0/2). 
 
 
In der multiplen Regression konnten 8,9 % der Varianz der Variablen Fibrosegrad, 35,8 % der 
Varianz der Variablen Entzündungsaktivität und 12,8 % Varianz der Variablen RNA quant. 
(Viruslast) durch den H63D-Genotyp (Wildtyp/homozygote Mutation) erklärt werden. 
 
3.6.3 Korrelationsanalyse 
 
Die erhobenen Daten wurden nachfolgend auf Korrelationen hin untersucht. Dabei wurden als 
signifikante Ergebnisse ausschließlich Korrelationen auf einem Niveau von p=0,01 (2-seitig) 
bezeichnet und hierfür der Korrelationskoeffizient R nach Pearson bestimmt (Tab. 25).  
 
   
  AST ALT Entzündung Fibrose Progression
AST  0,866 0,286 0,249   
ALT 0,866  0,244    
Eisen       0,240   
Eisen in Kupffer-Zellen   0,277    
Ferritin 0,216   0,249   
Fibrose 0,249   0,374  0,570 
Transferrin-Sättigung    0,355 0,255 
 
Tab. 25: Signifikante Korrelationskoeffizienten R nach Pearson auf 
einem Niveau von p=0,01 (2-seitig). 
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Die Korrelationen zeigten signifikante Zusammenhänge zwischen den Eisenparametern 
(Serumeisen-Konzentration R=0,240; Ferritin R=0,249; Transferrin-Sättigung R=0,355) und 
dem Fibrosegrad. Der Progressionsgrad, errechnet aus Fibrosegrad und Laufzeit der Hepatitis-
Erkrankung, stand in einem linearen Zusammenhang (R=0,255) zur Transferrin-Sättigung 
(Abb. 18).  
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Abb. 18: Korrelation zwischen Transferrin-Sättigung und 
Progression der Leberfibrose. 
 
 
Ebenfalls korrelierten wie erwartet die klinisch-chemischen Entzündungsparameter AST 
(R=0,286) und ALT (R=0,244) mit der histologischen inflammatorischen Aktivität. Des 
Weiteren wurde eine Korrelation zwischen der Ferritin-Konzentration und dem klinsch-
chemischen Entzündungsparameter AST nachgewiesen (Abb. 19). 
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Abb. 19: Korrelation zwischen Ferritin-Konzentration und AST. 
 
 
Darüber hinaus konnten signifikante Korrelationen zwischen dem histologischen Fibrosegrad 
und der histologischen Entzündungsaktivität (R=0,374) und zwischen dem Eisenaufkommen 
in den Kupffer-Zellen und der histologischen Entzündungsaktivität (R=0,277) nachgewiesen 
werden. 
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4 Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass heterozygote Mutationen im 
Hämochromatose-Gen HFE die Eisenüberladung bei Patienten mit chronischer Hepatitis C 
erklären und Einfluss auf den Grad der Leberschädigung nehmen könnten. Bei Patienten mit 
chronischer Hepatitis C kann häufig eine erhöhte Eisenkonzentration im Lebergewebe 
nachgewiesen werden [5-7]. Die Mechanismen, die diesem Prozess zugrunde liegen, sind 
bisher nicht eindeutig geklärt. Mutationen im HFE-Gen könnten zu den beschriebenen 
Eisenkonzentrations-Erhöhungen beitragen und daher den Verlauf der chronischen Hepatitis 
C negativ beeinflussen. Assoziationen zwischen heterozygoten Mutationen im HFE-Gen, 
Eisenüberladung und Leberfibrose bei Patienten mit chronischer Hepatitis C werden in der 
Literatur kontrovers beurteilt (Tab. 26). In der Population dieser Studie waren die beiden 
Hämochromatose-spezifischen Mutationen (C282Y und H63D) und zusätzlich der erst 
kürzlich beschriebene S65C-Polymorphismus im HFE-Gen und der Y250X-Polymorphismus 
im TFR2-Gen vertreten. Alle 166 Patienten dieser Studie wurden hinsichtlich der C282Y- und 
H63D-Mutationen genotypisiert. 6,6 % der Patienten dieser Population waren Träger einer 
heterozygoten C282Y-Mutation, 34,9 % waren Träger einer heterozygoten H63D-Mutation, 
bei 3,0 % konnte eine homozygote H63D-Mutation und bei 1,8 % eine Compound-
Heterozygotie C282Y/H63D nachgewiesen werden. Die Allelfrequenzen von 4,2 % für die 
C282Y-Mutation und von 21,3 % für die H63D-Mutation entsprachen der erwarteten 
Häufigkeit und stimmten tendenziell mit den Angaben aus früheren Studien zu dieser 
Fragestellung überein (Tab. 1). Der prozentuale Anteil von Patienten mit heterozygoten 
C282Y-Mutationen war mit 6,6 % geringer als in früheren Studien aus Frankreich (9,1 %) 
[31] und Deutschland (11,8 %) [26], jedoch lag die Häufigkeit höher als in Studien aus 
Brasilien (4,4 %) [35] und Italien (2,0 %) [36]. Die Allelfrequenz der H63D-Mutation in 
diesem Patientenkollektiv (21,3 %) war höher als bei Ergebnissen aus Italien (14,7 %) [36], 
jedoch geringer als bei Daten aus einer spanischen Studie (26,3 %) [40]. Die Prävalenzen 
unterscheiden sich nicht eindeutig von den Prävalenzen in Kontrollgruppen einer anderen 
Studie mit HCV-negativen Patienten [34].  
Die vorliegende Studie zeigte signifikant erhöhte Serumeisen-Spiegel, Ferritinspiegel und 
Transferrin-Sättigungen bei Patienten mit Mutationen im HFE-Gen im Gegensatz zu 
Patienten ohne Mutationen. Dieses Ergebnis steht in Übereinstimmung mit früheren Studien 
[34, 35], in denen Korrelationen zwischen HFE-Mutationen und Eisenüberladung beschrieben 
werden (Tab. 26). Interessanterweise stehen auch heterozygote H63D-Mutationen in einem 
58                        Diskussion 
signifikanten Zusammenhang mit erhöhten Serumeisen- und Ferritinwerten. Der kausale 
Zusammenhang einer C282Y-Mutation und der Ausbildung einer Eisenüberladung wird aus 
der Häufigkeit homozygoter C282Y-Mutationen bei Patienten mit hereditärer 
Hämochromatose ersichtlich. Die Rolle der H63D-Mutation hinsichtlich ihres Einflusses auf 
den Eisenstatus wird kontrovers beurteilt. Diese Mutation tritt auch häufig bei Patienten mit 
unauffälligen Serumeisenwerten auf. Der Beweis für eine funktionellen Konsequenz der 
H63D-Mutation, im Sinne einer Modifizierung der Affinität des Transferrin-Rezeptors zu 
Tranferrin, wurde bereits 1998 erbracht [30]. Bei homozygoter H63D-Mutation wurden im 
Patientenkollektiv der vorliegenden Studie – bei allerdings geringer Fallzahl (N=5) – 
signifikant erhöhte Ferritin-Konzentrationen nachgewiesen. In jedem Fall muss bedacht 
werden, dass gerade die Eisenparameter bei Patienten mit chronischer Hepatitis C einer 
großen Variabilität aufgrund des fortschreitenden hepatozellulären Schadens und der 
abnehmenden Syntheseleistung der Leber unterliegen. Insbesondere der Parameter Ferritin 
gilt bei der hereditären Hämochromatose zur Einschätzung der Eisenüberladung als sehr 
nützlich und aussagekräftig. Da jedoch die Ferritin-Konzentration von der entzündlichen 
Aktivität beeinflusst wird, ist die Aussagekraft bei Patienten mit chronischer Hepatitis C als 
eingeschränkt zu bewerten. Daher sollten alle Daten und Ergebnisse hinsichtlich der 
Eisenüberladung bei Mutationen im HFE-Gen unter diesem Gesichtspunkt mit Vorsicht 
betrachtet und in weiteren Studien überprüft werden. 
Des Weiteren konnte in unserem Patientenkollektiv eine verstärkte entzündliche Aktivität und 
eine vermehrte Fibrosierung im histologischen Gutachten bei Patienten mit heterozygoten 
Mutationen im HFE-Gen im Gegensatz zu Patienten ohne Mutationen nachgewiesen werden. 
Diese signifikanten Zusammenhänge bestätigen Ergebnisse früherer Studien [34, 35] zu 
dieser Fragestellung. Keine Assoziationen konnte in dieser Studie für die histologischen 
Eisenscores gefunden werden. Bei Patienten mit Leberzirrhose (F4) konnten HFE-Mutationen 
signifikant häufiger (87,5 %) nachgewiesen werden. Zusätzlich wurden Korrelationen 
zwischen histologischer Eisenspeicherung und histologischer inflammatorischer Aktivität und 
zwischen Serumeisenparametern und histologischer Fibrosierung nachgewiesen. Ähnliche 
Ergebnisse lieferte die Studie von Smith et al. [34]. Für sämtliche histologische 
Klassifikationen muss beachtet werden, dass die Diagnostik auf der Begutachtung eines 
kleinen Organausschnitts beruht. Gerade im Fall der histologischen Eisenbestimmung kann 
nicht von einer homogenen Verteilung innerhalb des Lebergewebes ausgegangen werden. 
Eine einzelne Biopsie kann nicht vollständig über den gesamten Eisengehalt der Leber 
Aufschluss geben.   
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Die klinisch-chemischen Entzündungsparameter AST, ALT und die GLDH waren bei 
Patienten mit einer heterozygoten C282Y-Mutation signifikant erhöht. ALT und GLDH 
gelten als Enzyme mit hoher Leberspezifität und sind daher sensible Indikatoren eines 
Leberzellschadens. Zusätzlich konnte eine Korrelation zwischen histologischer 
Entzündungsaktivität und den klinisch-chemischen Entzündungsparametern gefunden 
werden. Ob ein direkter Zusammenhang zwischen erhöhten Transaminasen und 
heterozygoten C282Y-Mutationen besteht, bleibt unklar, da die Transaminasen primär von 
Faktoren, die den individuellen Verlauf der chronischen Hepatitis C beeinflussen, abhängig 
sind. Möglicherweise wurden aus diesem Grund auch keine erhöhten klinisch-chemischen 
Entzündungsparameter bei Patienten mit H63D-Mutationen nachgewiesen. 
Jedoch konnten sowohl bei Patienten mit heterozygoten als auch mit homozygoten H63D-
Mutationen erhöhte Viruslasten nachgewiesen werden. Zusammen mit dem Ergebnis der 
Eisenüberladung beim Vorliegen von H63D-Mutationen stützt dieses Ergebnis die Hypothese 
einer erhöhten Virusreplikation in Zellen mit vermehrter Eisenspeicherung [5, 41-43]. Es wird 
angenommen, dass Eisen vermehrt in Zellen mit erhöhter Virusreplikation akkumuliert. 
Fraglich bleibt, ob sich der Hepatitis-C-Virus vorzugsweise in Zellen mit vermehrter 
Eisenbeladung repliziert oder ob HCV-infizierte Hepatozyten zur Eisenakkumulation 
tendieren. Der genaue Mechanismus der vermehrten Eisenüberladung bei Patienten mit 
chronischer Hepatitis C, unabhängig von weiteren Einflussfaktoren wie Alkoholgenuss oder 
HFE-Mutationen, bleibt weiterhin unklar. 
62 Patienten dieses Kollektivs wurden auf den S65C-Polymorphismus im HFE-Gen und 
weitere 52 Patienten auf den erst kürzlich beschriebenen Y250X-Polymorphimus im TFR2-
Gen hin untersucht. Der S65C-Polymorphismus gilt mit einer Heterozygoten-Häufigkeit von 
0,3 % in einer mediterranen Studie [44], 1,5 % in einem dänischen Patientenkollektiv [45] 
und 1,7-2,2 % in einer kanadischen Studie [19] als sehr selten. Die pathogenetische Relevanz 
heterozygoter S65C-Substitutionen ist unklar. In einer französischen Studie [18] wurde der 
S65C-Polymorphismus mit einer milden Form von hereditärer Hämochromatose assoziiert. In 
der vorliegenden Studie wurde die Seltenheit dieses Polymorphismus bestätigt (N=2; 
Allelfrequenz 1,6 %). Die Aufklärung möglicher Einflüsse des S65C-Polymorphismus auf 
den Eisenstatus erfordert daher Studien mit größeren Patientenkollektiven. 
Kürzlich wurde in zwei italienischen Familien mit sizilianischer Herkunft eine neue Variante 
der hereditären Hämochromatose charakterisiert [46]. Die beschriebenen Patienten waren 
homozygote Träger der Y250X-Mutation des Transferrinrezeptors 2 (TFR2). Die 
Allelfrequenz der Y250X-Mutation betrug in einer weiteren italienischen Studie 0,9 %, zeigte 
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jedoch keine Assoziationen zu einer Eisenüberladung [47]. Diese Mutation konnte weder in 
einer amerikanischen Studie [48] mit einem Kollektiv von 407 Patienten noch in einer 
französischen Studie mit 63 Patienten [49] nachgewiesen werden. Die vorliegende Studie 
bestätigt das seltene Auftreten dieser Mutation (N=1; Allelfrequenz: 1,0 %) und konnte keine 
Assoziation zu erhöhten Eisenkonzentrationen nachweisen.                 
Zum erhöhten Risiko der verstärkten Leberfibrosierung bei Patienten mit chronischer 
Hepatitis C und einer Eisenüberladung aufgrund heterozygoter HFE-Mutationen gibt es 
verschiedene Erklärungsansätze. Überwiegend wird von einer Eisenspeicherung zunächst in 
den Hepatozyten, später aber auch in den Kupffer-Zellen und den Gallengangsepithelien 
ausgegangen. Diese Zellen nehmen das ionisierte und zelltoxische Eisen durch Heterophagie 
auf. Erhöhte hepatozelluläre Eisenkonzentrationen könnten im Sinne eines Co-Faktors 
begünstigend auf die Virusreplikation wirken und daher den Hepatitis-bedingten 
Leberschaden fördern [8, 42]. Diese Theorie wird in der vorliegenden Studie unterstützt, da 
erhöhte HCV-RNA-Titer bei Patienten mit H63D-Mutation nachgewiesen wurden. Eine 
erhöhte entzündliche Aktivität im Lebergewebe könnte im Falle einer vermehrten 
Virusreplikation bei heterozygoten HFE-Mutationen erwartet werden. Auch diese Hypothese 
konnte im Patientengut bestätigt werden. Allerdings wurde von Guyader et al. [50] keine 
Abnahme der Viruslast bei Eisenentzugstherapie nachgewiesen. Ein weiterer Mechanismus, 
der zur vermehrten Leberfibrosierung bei Eisenüberladung führen könnte, ist die Bildung von 
freien Radikalen mit nachfolgenden oxidativen Stress. Eisen katalysiert die Bildung von 
Hydroxyradikalen aus Wasserstoffperoxid in der Fenton-Reaktion. Hydroxylradikale führen 
zur Lipidoxidation von Membranlipiden und tragen so zur Zellschädigung bei [51]. Über eine 
Stimulation der Kollagenbiosynthese könnte Eisen die Funktion eines Induktors der 
Fibrogenese einnehmen [12]. Vermehrte Leberfibrosierung bei Eisenüberladung kann sowohl 
durch Lipidperoxidation als auch durch Effekte der intrazellulären Signaltransduktion bedingt 
sein [52]. Der Malondialdehyd-Spiegel ist ein guter Parameter zur Quantifizierung der 
Lipidperoxidation und der Glutathiondepletion in Hepatozyten. Dieser Marker für eine 
Leberschädigung aufgrund freier Radikale ist bei chronischer Hepatitis C erhöht und 
korreliert mit der Lebereisenkonzentration [5]. Dieser Befund zeigt exemplarisch die 
pathogenetische Bedeutung des oxidativen Stresses bei vermehrter hepatozellulärer 
Eisenspeicherung.     
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Die Hypothese, dass Mutationen im HFE-Gen mit erhöhten Eisenparametern einhergehen und 
den Schweregrad der Lebererkrankung bei Hepatitis-C-Patienten beeinflussen, wurde in 
einigen Studien, mit unterschiedlichen Ergebnissen, untersucht (Tab. 26). Die Mehrzahl 
dieser Untersuchungen unterstützen die Ergebnisse der vorliegenden Studie. Signifikant 
erhöhte Eisenparameter bei Patienten mit heterozygoten Mutationen im HFE-Gen konnten in 
den Studien von Smith et al. [34], Kazemi-Shirazi et al. [9] und Martinelli et al. [35] 
nachgewiesen werden. Bei Patientenkollektiven, die sich in der Herkunft der Patienten, im 
durchschnittlichen Alter, der Geschlechterverteilung und dem durchschnittlichen Pro-Kopf-
Alkoholkonsum unterscheiden, sind Unterschiede innerhalb der signifikanten Parameter zu 
erwarten. So konnte Martinelli et al. [35] zwar in Übereinstimmung mit der vorliegenden 
Studie signifikant erhöhte Serumeisen-Konzentrationen und Transferrin-Sättigungen bei 
Patienten mit HFE-Mutationen nachweisen, jedoch blieben die Unterschiede der Ferritin-
Konzentrationen im nicht signifikanten Bereich. Erhöhte hepatozelluläre 
Eisenkonzentrationen wurden nur in der Studie von Smith et al. [34] beobachtet. Eine erhöhte 
entzündliche Aktivität und eine vermehrte Fibrosierung wurden bei Patienten mit Mutationen 
im HFE-Gen analog zur vorliegenden Studie von Martinelli et al. [35] nachgewiesen. Hezode 
et al. [32] und Knöll et al. [33] hingegen ordnen HFE-Mutationen aufgrund der Ergebnisse 
ihrer Studien keine pathogenetische Relevanz zu. Mutationen im HFE-Gen hatten in diesen 
Studien keinen Einfluss auf den Eisenstatus oder histologische Parameter. Allerdings bleibt zu 
berücksichtigen, dass in der Studie von Knöll et al. [33] die Anzahl der Patienten (N=101) 
geringer als in der vorliegenden Studie war. Zudem wurden die histologischen Gutachten von 
verschiedenen Pathologen erstellt, so dass Unterschiede in den Beurteilungen des 
histologischen Grades und Stadiums möglich sind und das Ergebnis beeinträchtigt haben 
könnten. In dieser Studie [33] wurden alle Patienten zudem ausschließlich auf den C282Y-
Mutation hin untersucht und die H63D-Mutation, für die auch pathophysiologische 
Konsequenzen bestehen können, außer Betracht gelassen. In der Studie von Hezode et al. 
[32], die ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen heterozygoten Mutationen im HFE-Gen, 
Eisenüberladung und Leberfibrose bei Patienten mit chronischer Hepatitis C feststellen 
konnte, wurden nur Patienten mit abnormalen ALT-Werten in die Studie aufgenommen und 
Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose und Leberzellkarzinom ausgeschlossen. 
Außerdem kann den veröffentlichten Ergebnissen entnommen werden, dass bei Patienten mit 
gesteigerter histologischer Eisenspeicherung wesentlich häufiger ein C282Y-Mutation auftritt 
als bei Patienten mit geringer Eisenspeicherung im histologischen Präparat. Obwohl dieses 
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Ergebnis keine statistische Signifikanz (p=0,06) erreichte, zeigte es doch eine deutliche 
Tendenz, die in der vorliegenden Studie bestätigt wurde.                              
Im Gesamtbild zeigt die vorliegende Studie signifikante Zusammenhänge zwischen 
Mutationen im Hämochromatose-Gen HFE und Leberfibrose bei Patienten mit chronischer 
Hepatitis C. Des Weiteren kann angenommen werden, dass diese Zusammenhänge auf einer 
vermehrten hepatozellulären Eisenspeicherung beruhen, da positive Korrelationen zwischen 
Eisenparametern und Fibrosegrad nachgewiesen wurden. Auf der anderen Seite konnte in 
Studien gezeigt werden, dass eine Leberzirrhose alleine schon der Grund für eine vermehrte 
Eisenspeicherung in der Leber sein kann [54, 55]. Vermehrter Alkoholgenuss wirkt ebenfalls 
als Hepatotoxin, fördert die Eisenspeicherung in der Leber, den hepatozellulären Schaden und 
die Fibrosierung [56]. Zudem wird der klinische Verlauf der chronischen Hepatitis C deutlich 
negativ durch Alkoholkonsum beeinflusst [57]. Sicherlich können HFE-Mutationen das 
Phänomen der Eisenüberladung bei chronischer Hepatitis C nur partiell erklären. 
Mutationsanalysen können aber hilfreich sein, um zwischen verschiedenen Formen der 
sekundären Eisenüberladung bei Patienten mit chronischer Hepatitis C zu unterscheiden und 
ein erhöhtes Risiko zur Entwicklung einer Leberzirrhose und des hepatozellulären Karzinoms 
zu erkennen. Vorteile hinsichtlich der Prognose und des Verlaufs der Hepatitis-Erkrankung 
könnten anschließend individualisiert durch eine Aderlasstherapie erzielt werden, da der 
Eisengehalt der Hepatozyten negative Auswirkungen auf die Langzeitprognose der 
Hepatitis C und auf das Ansprechen nach einer antiviralen Therapie mit α-Interferon hat   
[58-63]. Diese Vorteile einer Aderlasstherapie wurden in der Studie von Fontana et al. [64] 
bestätigt. Kein Einfluss einer Eisendepletion auf die Interferontherapie konnte in der Studie 
von Herrera et al. [65] nachgewiesen werden. Daher sollten weitere Studien zur gezielten 
Aderlasstherapie und ihren Einfluss auf die Behandlung der chronischen Hepatitis C mit 
Interferon und Ribavirin individualisiert nach HFE-Genotyp durchgeführt werden.  
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Bei Patienten mit chronischer Hepatitis C ist eine vermehrte hepatische Eisenspeicherung 
nachgewiesen worden, die möglicherweise den Fibrosegrad und die Entzündungsaktivität 
moduliert. Bisher wird kontrovers beurteilt, ob heterozygote Mutationen im 
Hämochromatose-Gen HFE daher den Krankheitsverlauf der chronischen Hepatitis C 
beeinflussen.  
(1) Die histologischen Präparate von Leberbiopsien bei 166 Patienten mit chronischer 
Hepatitis C wurden hinsichtlich der inflammatorischen Aktivität, des Fibrosegrads, 
des Eisenaufkommens in den Hepatozyten und des Eisenaufkommens in den Kupffer- 
Zellen beurteilt. Der Fibrosegrad im Gesamtkollektiv – anhand eines Scores von F0-
F4 beurteilt – hatte eine mittlere Ausprägung von 1,4 ± 1,2. Bei 4,9 % der Patienten 
wurde eine Leberzirrhose (F4) diagnostiziert. Die mittlere histologische entzündliche 
Aktivität in diesem Patientenkollektiv (E0-E4) betrug 1,2 ± 0,6.  
(2) Die Detektion der C282Y- und H63D-Mutationen des HFE-Gens wurde bei diesen 
Patienten mittels Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus (DNA-Extraktion aus 
Leberbiopsat) oder LightCycler (DNA-Extraktion aus Blut) durchgeführt. 62 Patienten 
wurden mittels LightCycler-Analyse auf den S65C-Polymorphismus hin untersucht. 
Zusätzlich wurden zum Nachweis des Y250X-Polymorphismus im TFR2-Gen bei 51 
Patienten DNA-Proben sequenziert. 
(3) Obgleich die pathogenetische Relevanz heterozygoter S65C-Substitutionen im HFE-
Gen unklar bleibt, können sie die Detektion von H63D-Mutationen mittels 
LightCycler behindern und sollten daher bei zweifelhaften Testergebnissen bestimmt 
werden. 
(4) In dieser Studie sind heterozygote Mutationen im HFE-Gen (C282Y, H63D) bei 
Patienten mit chronischer Hepatitis C mit einem stärkeren Fibrosegrad und einer 
vermehrten entzündlichen Aktivität im histologischen Gutachten assoziiert. Ebenfalls 
konnten signifikant erhöhte Eisenparameter (Serumeisen, Ferritin, Transferrin-
Sättigung) und im Falle der C282Y-Mutation zusätzlich erhöhte Transaminasen 
nachgewiesen werden.  
(5)   Die Ergebnisse stützen die Hypothese des Einflusses von Mutationen im HFE-Gen auf 
den Verlauf der chronischen Hepatitis C. Erhöhte hepatische Eisenkonzentrationen, 
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bedingt durch Mutationen im HFE-Gen, sind mit verstärkter Leberfibrosierung 
assoziiert und können zur Krankheitsprogression beitragen. 
(6) Eine Mutationsanalyse kann hilfreich sein, um zwischen verschiedenen Gründen der 
Eisenüberladung bei chronischer Hepatitis C zu differenzieren und ein potenziell 
erhöhtes Risiko der Entwicklung einer verstärkten Leberfibrosierung bis hin zur 
Leberzirrhose zu erkennen. Diese Ergebnisse bestätigen die Hypothese, dass bei 
Patienten mit chronischer Hepatitis C und heterozygoten Mutationen im HFE-Gen die 
Prognose der Erkrankung durch eine Aderlasstherapie vorteilhaft beeinflusst werden 
könnte.     
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